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1. MALALTIES CARDIOVASCULARS I 
ARTERIOSCLEROSI 
 
Les malalties cardiovasculars (MCV) són la principal causa de mortalitat 
en les societats occidentals avançades[1]. Segons les prediccions actuals 
aquestes malalties s’espera que passin a ser la primera causa de mortalitat 
a nivell mundial en els propers 15 anys, degut a un ràpid creixement en 
els països en vies de desenvolupament i un augment en la incidència de 
malalties com la diabetis o l’obesitat [2].  
 
L’arteriosclerosi és una malaltia complexa i progressiva que normalment 
afecta a artèries de gran mida (coronàries, aorta, cerebrals i artèries 
perifèriques). L’arteriosclerosi és la malaltia base subjacent a moltes de 
les malalties cardiovasculars i consisteix en un engruiximent i pèrdua 
d’elasticitat de la paret arterial produït per un cúmul de dipòsits de greix, 
colesterol, teixit fibrós, restes de tipus cel·lulars i d’altres productes 
sanguinis en la part més interna de l’artèria que poden arribar a reduir o a 
obstruir el flux sanguini degut a la presència de les anomenades plaques 
d’ateroma. La lenta evolució de l’arteriosclerosi durant la vida fa que sigui 
una malaltia asimptomàtica fins el moment en que es manifesta 
clínicament amb un episodi cardiovascular.   
 
Els estudis epidemiològics dels darrers 50 anys  han demostrat un 
caràcter multifactorial de l’arteriosclerosi[3]. S’han identificat factors de 
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risc modificables com la dieta, el tabaquisme o el sedentarisme i factors 
de risc no modificables com l’edat, el sexe i la història familiar  [4].  
Aquests factors de risc són els responsables dels canvis en la incidència 
de les MCV en les diferents regions geogràfiques.  
 
2. ESTRUCTURA DE LA PARET VASCULAR 
 
Les artèries són conductes tubulars que transporten la sang des del cor 
cap a la resta de l’organisme i que de forma genèrica, es componen de 
tres capes: la capa íntima, la capa media i la capa adventícia. 
  
L'íntima és la capa més interna formada d'una sola capa de cèl·lules 
endotelials que actua de barrera entre el flux sanguini i l’espai 
intersticial[5]. A més de permetre l’intercanvi de nutrients, l’endoteli és un 
sensor de l’homeòstasi de la sang circulant de manera que intervé en 
molts processos tals com; la vasodilatació i vasoconstricció, inflamació, 
coagulació de la sang, entre d’altres[6]. La disfunció de l’endoteli es 
considera com un procés clau en l’inici del desenvolupament de la lesió 
arterioscleròtica.  
 
La capa media és la capa intermitja, i depenent del tipus de vas i del seu 
gruix, conté un nombre variable de capes de cèl·lules musculars llises 
(CML) encarregades de regular el to muscular del vas[7]. A més, és la 
responsable de donar elasticitat al vas mitjançant la presència d’un 
nombre variable de fibres elàstiques.  
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L’adventícia és la capa més externa i està formada per fibroblasts, teixit 
nerviós i, en el cas de les grans artèries, s’hi troben uns petits vasos 
anomenats vasa vasorum[7] que s’encarreguen de nodrir els components 
d’aquestes artèries. 
 
Els límits entre les diferents capes estan definits de forma genèrica per 
una làmina elàstica interna que separa la capa íntima de la media i una 
làmina elàstica externa que separa la capa media de l’adventícia. 
L’especialització dels diferents tipus d’artèries fa que en ocasions 
aquestes làmines estiguin poc definides. 
 
La xarxa vascular és una xarxa jeràrquica de tres tipus principals de vasos 
sanguinis, artèries, venes i capil·lars que es caracteritzen per la 
localització, mida, funció i composició estructural [5]. 
 
Segons la seva funcionalitat podem trobar 3 tipus majoritaris d’artèries 
que presenten especialitzacions en la seva estructura.  
 
Les grans artèries elàstiques o conductores, com per exemple l’aorta, són 
les que presenten la paret vascular més gruixuda. Aquestes artèries 
contenen una capa media formada per una successió de làmines 
elàstiques disposades concèntricament entre les quals s’hi troben 
dipositades les CML. El nombre de làmines està relacionat amb la mida i 
la posició anatòmica de l’artèria. En aquestes artèries la làmina elàstica 
interna i l’externa són difícils de distingir degut al gran component 
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elàstic. El predomini d’aquest component permet funcionar aquestes 
artèries com a bomba subsidiària del cor dilatant-se durant la sístole i 
contraient-se durant la relaxació ventricular i mantenint d’aquesta forma 
un pols continuo i pulsàtil [8]. Una característica important d’aquestes 
artèries és la presència a l’adventícia d’un gran nombre de vasa vasorum. El 
vasa vasorum són petits vasos sanguinis que des de l’adventícia creixen cap 
a la meitat externa de la media irrigant i nodrint les parets d’aquests grans 
vasos [7]. Aquests petits i fràgils vasos juguen un paper clau en el 
desenvolupament de l’arteriosclerosi[9-12], com detallarem més endavant. 
 
Les artèries musculars o de distribució són les encarregades de distribuir 
la sang cap als diferents òrgans del cos. Tenen menor diàmetre que les 
artèries elàstiques i en proporció la capa muscular de la seva paret és més 
nombrosa. Les làmines elàstiques interna i externa estan ben definides i 
són artèries més innervades ja que són les responsables del manteniment 
del to vascular de l’organisme. 
 
Les arterioles o vasos de resistència són les artèries de menor calibre i 
són fonamentals per regular el flux sanguini corporal. El seu 
funcionament es deu a la contracció variable del múscul llis de la seva 
paret fet que permet al vas conferir major resistència al flux sanguini[8] i 
ajudar a regular la pressió arterial i també regular la quantitat de sang que 
entra a cada òrgan. 
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Els diferents components detallats anteriorment de la paret arterial no es 
troben aïllats uns dels altres sinó estructurats i englobats en l’anomenada 
matriu extracel·lular (MEC).  
 
3. MATRIU EXTRACEL·LULAR 
 
La MEC és un dels constituents principal de la paret vascular, és una 
estructura tridimensional de proteïnes, organitzada en forma de xarxa i 
que és clau per l’estructuració i la regulació de la funcionalitat dels teixits 
i de la paret vascular[13, 14]. La MEC és una estructura dinàmica que varia 
en funció del calibre del vas[5, 15]. Rep el nom de membrana basal quan es 
troba situada entre l’endoteli i la lamina elàstica interna de la paret 
vascular i de vegades es pot trobar anomenada com a matriu intersticial 
quan es troba a la resta del vas[13, 15].     
 
Genèricament, la MEC de la paret arterial es compon de diferents tipus 
de molècules. Les estructurals, com ara col·làgens, fibulines i elastina que 
són les responsables de formar una xarxa que connecta la matriu a les 
cèl·lules circumdants[16, 17]i que li proporciona elasticitat[18]. Les adhesives 
com la fibronectina, encarregada d’unir el col·lagen amb proteïnes de 
superfície cel·lular i de participar en canvis en el citoesquelet que faciliten 
el moviment cel·lular en la MEC o la laminina encarregada d’unir la 
làmina basal. Trobem també a la MEC un component glicoproteic 
important entre el que destaca els proteoglicans que a través de la seva 
alta capacitat de retenció d'aigua, proporcionen turgència a la matriu i 
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l’estabilitzen organitzant les xarxes de col·lagen[19]. Els proteoglicans 
també són els responsables d’emmagatzemar factors de creixement i 
citocines i de mantenir una filtració selectiva[19], i tenen un paper 
important en les primeres etapes de la lesió arterioscleròtica. Altres 
glicoproteïnes que s’uneixen a la MEC la doten de propietats addicionals, 
com per exemple les integrines que promouen l'adhesió cel·lular i la 
senyalització[14].  
 
3.1. Composició de la matriu extracel·lular 
 
3.1.1. Col·lagen 
 
El col·lagen és una molècula proteica que forma les anomenades fibres 
de  col·lagen, que estan presents en quantitat variable en quasi tots els 
tipus de teixit conjuntiu. Les fibres de col·lagen estan formades per 
fibril·les i són unes estructures que proporcionen a la paret vascular 
flexibilitat i resistència a la tensió.  
 
Els col·làgens són una gran família de proteïnes, de les quals se’n 
coneixen 27 tipus. Es composen d'aproximadament 42 cadenes 
polipeptídiques diferents[20], estructurant-se en tres cadenes alfa 
superenrotllades, una al voltant de l'altra, formant una triple hèlix que 
dona l’estabilitat a les molècules de col·lagen[13]. Aquesta estructura 
confereix a la fibra de col·lagen una alta resistència a la tracció i controla 
la seva extensibilitat.  
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Els tipus de col·làgens més abundants a la MEC vascular són els I, III, 
IV, V i VI[21]. Els col·làgens tipus IV i VI estan localitzats principalment 
a les membranes basals[22] mentre que el tipus I i III es localitzen 
principalment a la matriu intersticial del vas. El col·lagen tipus III és el 
que contribueix més a l’extensibilitat i elasticitat dels vasos[23]. El 
col·lagen tipus V inicia la formació de fibril·les de col·lagen [24], la manca 
o deficiència en aquest col·lagen produeix una disminució de la rigidesa 
vascular[25]. 
 
3.1.2. Elastina 
 
L’elastina és una proteïna estructural que forma part de la MEC i és el 
component majoritari de les fibres elàstiques[26]. Està constituïda per 
moltes unions, tipus hèlix alfa, de molècules solubles de tropoelastina 
mitjançant una reacció catalitzada per la lisil oxidasa. 
 
L’elastina és una molècula distensible amb una baixa resistència a la 
tracció que funciona com un dipòsit elàstic i distribueix la tensió 
uniformement a través de la paret aòrtica a les fibres de col·lagen[5]. La 
gran elasticitat que presenta es deguda a un elevat nombre d’aminoàcids 
poc comuns com la desmosina i la isomdesmosina les quals formen uns 
enllaços creuats que li atorguen un grau d’elasticitat que li permet estirar-
se fins un 150% de la seva llargada abans de trencar-se[26].  
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L’elastina també presenta una seqüència RGD (Arg-Gly-Asp) que li 
permet adherir-se a altres proteïnes de matriu. Aquesta seqüència, 
identificada pel codi de la lletra que identifica cada aminoàcid, conté tres 
aminoàcids àcids que actuen de lligam de proteïnes carregades amb una 
seqüència de tres cations. La seqüència RGD és característica de les 
proteïnes d’adhesió[27]. 
 
3.1.3. Fibronectina 
 
La fibronectina és una glicoproteïna d’adhesió cel·lular i multifuncional.  
Està codificada per un sol gen , però un splicing alternatiu permet la 
formació de múltiples isoformes[28]. Presenta dues subunitats molt grans 
unides per ponts disulfur i cada subunitat està formada per diversos 
dominis globulars, els quals li confereixen certes característiques, que li 
permeten exercir aquestes diferents funcions segons la regió on es troba 
localitzada. Com a molècula d’adhesió presenta una seqüència RGD.  
 
3.1.4. Fibulines 
 
Les fibulines són glicoproteïnes extracel·lulars molt conservades 
evolutivament, formades per una família de 8 components (fibulina-1,-2,-
3,-4,-5,-6,-7,-8)[29], que han estat descobertes fa relativament poc temps.  
 
Les trobem en les membranes basals i les fibres elàstiques participant en 
l’estructuració de la MEC.  
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Estan formades per una gran varietat de mòduls agrupats en els dominis 
I, II i III[30].  
 
El domini I representa el N-terminal i és variable entre els membres de la 
família.  
 
El domini II representa la part central de la proteïna, conté un nombre 
variable de mòduls tipus factor de creixement epidèrmic (EGF) 
estructurats en forma de tàndems. Molts d’aquests mòduls contenen 
seqüències consens d’unió a calci i és coneixen com mòduls tipus 
(cbEGF).  
 
En el domini III, anomenat mòdul tipus fibulina, trobem un domini 
globular C-terminal i una sèrie de motius d’unió a calci tipus EGF. 
Aquest domini es troba altament conservat i és específic de les 
fibulines[30, 31]. Més endavant analitzarem les fibulines amb profunditat. 
 
3.1.5. Proteoglicans 
 
Els proteoglicans són un component important de la MEC, són 
macromolècules altament glicosilades i estan formades per un cor proteic 
unit covalentment amb una  o més cadenes de glicosaminoglicans 
(GAGs)[13].  
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Aquestes cadenes de GAGs són llargs polímers de carbohidrats lineals 
que estan carregats negativament en condicions fisiològiques, a causa de 
la presència de grups sulfat i de grups d'àcid urònic. Degut a la carga 
negativa i a la conformació d´aquests GAGs, els proteoglicans poden 
interactuar amb una gran varietat de macromolècules[32].  
 
En la MEC, podem destacar una família de proteoglicans anomenats 
petits proteoglicans rics en leucina, que poden unir-se a altres 
constituents de la MEC i contribuir a la infraestructura de la paret 
vascular participant en les interaccions proteïna-proteïna amb col·lagen, 
glicoproteïnes i components de la membrana basal[33, 34].  
 
3.1.6. Altres components de la matriu 
 
A la MEC també podem trobar altres proteïnes com l’àcid hialurònic, 
fibrilina, tenascina, laminina, entactina, vitronectina, integrines o 
immunoglobulines que li confereixen les característiques necessàries per 
dur a terme una gran varietat de funcions. 
L’àcid hialurònic és un GAG aniònic i no sulfatat àmpliament distribuït 
en la MEC[35]. Quan monòmers del proteoglicà agrecà envolten l’àcid 
hialurònic, es formen grans agregats carregats negativament que 
permeten absorbir gran quantitat d’aigua, dotant a la matriu d’una gran 
resistència a la compressió[36]. A més, l’àcid hialurònic també contribueix 
a la hidrodinàmica dels teixits, al moviment i proliferació cel·lular, i 
participa en les interaccions superficials de la cèl·lula. 
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La fibrilina és una glucoproteïna que s’uneix a l’elastina i és essencial per 
la formació de fibres elàstiques[37]. 
 
La tenascina, la laminina i l’entactina són proteïnes adhesives associades 
a col·lagen, proteoglicans i fibronectina formant part de les membranes 
basals. I també modulen interaccions matriu–cèl·lula i funcions cel·lulars 
juntament amb les integrines i immunoglobulines presents en la MEC[38, 
39]. 
 
3.2. Estructura de la matriu extracel·lular 
 
La matriu està composta per una xarxa de fibres proteiques immersa en 
una substància fonamental amorfa gelatinosa (Figura 1). Les fibres 
proteiques estan formades per col·lagen, elastina, fibronectina i 
fibulines[5] i la substància fonamental amorfa per proteoglicans i àcid 
hialurònic. 
 
Els col·làgens I i III són la base estructural de la MEC, mantenen la 
integritat estructural i sostenen la resta de components cel·lulars i no 
cel·lulars del teixit[19].  
 
La resta de proteïnes de la MEC es troben ancorades en aquesta base de 
col·làgens fibril·lars. El col·lagen de tipus III és un component 
important dels teixits intersticials dels vasos sanguinis[17]. Un tret 
característic d’aquest, és l'extensibilitat que li proporciona als teixits, i que 
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pot contribuir a l'elasticitat, una propietat que està connectada  
únicament a aquest tipus de col·lagen[16].  
El col·lagen tipus VI es troba principalment en les membranes basals i 
forma una estructura que s’associa amb microfibres de fibrilina per 
connectar les làmines elàstiques a la membrana basal[8]. 
 
Una correcta estructuració de la MEC està basada també en una correcta 
estructuració de l’elastina i de les fibres elàstiques que permeten un 
manteniment òptim de l’elasticitat vascular. Diferents molècules de 
tropoelastina s’uneixen en estructura hèlix alfa per formar l’elastina, i un 
cop formada aquesta es diposita sobre un entramat en forma de beina 
format per microfibres de fibrilina[36]. Per la correcta unió d’aquests 
components és necessària la participació de 35 proteïnes, entre les quals 
trobem les fibulines[40]. Específicament, la fibulina-1 es troba associada  al 
nucli d’elastina[41]; la fibulina-2 i la fibulina-4 es troben localitzades en la 
interfase entre les microfibres i el nucli d’elastina[42, 43]; la fibulina-3 està 
unida al precursor primari d’elastina[30], i la fibulina-5 connecta les 
microfibres elàstiques amb el citoesquelet a través de les integrines[44, 45]. 
Donada la seva associació amb les fibres elàstiques, aquests cinc 
membres de les fibulines es coneixen com fibulines elastogèniques[46].   
 
Però les fibulines també participen en l’estructuració de la MEC 
interactuant amb altres proteïnes de la matriu. Aquestes interaccions 
estabilitzen estructures supramoleculars, fan de pont entre cèl·lules de la 
matriu i juguen un paper important en diverses funcions[11]. 
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Un altre dels components de la MEC que participa en la seva 
estructuració és la fibronectina, aquesta glicoproteïna té una funció 
adherent, el seu paper és fer de pont i facilitar l’adhesió entre cèl·lules i 
entre elles i les fibres de col·lagen[22]. 
 
Finalment, tots aquests components proteics de la MEC que formen una 
xarxa fibrosa estan immersos en un gel amorf format per la unió de 
proteoglicans i àcid hialurònic[5]. Els proteoglicans tenen una proteïna 
filamentosa en el seu centre  a la qual si uneixen els GAGs, originant 
estructures plomoses. Aquestes estructures quan s’uneixen a l’àcid 
hialurònic formen unes estructures moleculars molt complexes[17] i 
hidròfiles, que retenen molta aigua i són les responsables de la seva 
textura gelatinosa.  
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Figura1. Estructura de la matriu extracel·lular.  
Julie Huxley-Jones et.al Drug discovery today · Volume 13, (15/16) · August 2008 
 
3.3. Funcions de la matriu extracel·lular 
 
Encara que al principi es considerava merament com un sistema de 
suport per a les cèl·lules dins del teixit, s’ha demostrat que la MEC és 
una estructura activa i dinàmica amb un paper fonamental en la regulació 
de la funció vascular en condicions normals i patològiques[47-53].  
 
La MEC li proporciona a la paret vascular una gran resistència a la 
ruptura i la capacitat d’emmagatzemar una gran quantitat d’energia 
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elàstica, dues característiques importants de les artèries elàstiques pel seu 
correcte funcionament.  
 
La MEC també permet la migració cel·lular i la difusió de molècules 
hidrosolubles com serien els ions sodi, potassi i calci, i presenta una gran 
resistència a la compressió, aquestes funcions les pot realitzar per la 
capacitat de retenir aigua que presenten les estructures hidròfiles 
formades pels proteoglicans i l’àcid hialurònic. 
 
La MEC conté diferents tipus de receptors cel·lulars com ara integrines, 
immunoglobulines i selectines[54-56]. Aquests receptors permeten l’adhesió 
de cèl·lules i diferents proteïnes de matriu i la senyalització intracel·lular 
resultant regula processos cel·lulars com ara la proliferació, la 
supervivència, la diferenciació i l'expressió gènica[17, 53, 57]. 
 
La MEC, per tant, és de suprema importància en la funció dels teixits i 
les variacions que es poden produir en els seus components, com per 
exemple l’expressió d'isoformes de proteïnes o la relació entre els 
components individuals, contribueixen a diferències en la seva 
organització i estructura[58].  
 
Com veurem més endavant, el dany als components de la MEC 
contribueix al desenvolupament de malalties vasculars. Components tals 
com el col·lagen, l'elastina i els proteoglicans experimenten fragmentació 
o alteracions fisicoquímiques durant l'aterogènesi. La degradació química 
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o enzimàtica de proteïnes de la MEC pot canviar les seves propietats 
originals promovent d’aquesta manera la remodelació de la MEC i la 
patogènesi de la malaltia vascular[53].  
 
4. REMODELATGE VASCULAR 
 
El concepte de remodelació en un sentit ampli i general es caracteritza 
per la resposta de la vasculatura a estímuls inflamatoris, metabòlics i 
hemodinàmics nocius. Inicialment és un procés  funcional, compensatori 
i adaptatiu a la natura però, si persisteix, progressa i esdevé patogen 
produint una sèrie de canvis estructurals que comencen i continuen en la 
mateixa vasculatura[59].  
 
La remodelació no només implica  canvis en la matriu i en cèl·lules 
intersticials sinó també respostes de les cèl·lules cardiovasculars, 
endotelials i musculars llises. 
 
Per mantenir la vasculatura en estat òptim, la MEC es regenera en una 
remodelació normal, en la qual les proteïnes velles o danyades són 
reemplaçades per proteïnes noves. Aquest procés de remodelació o 
regeneració normal de la MEC queda alterat en condicions patològiques 
com l’arteriosclerosi o en processos inflamatoris[60, 61] i les proteïnes 
originals de la MEC es substitueixen per diferents constituents de la 
matriu  i en conseqüència, la composició i qualitat de la matriu es troba 
alterada[59].  
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Les proteïnes de la matriu interactuen amb diverses cèl·lules vasculars a 
través de receptors de superfície, aquestes interaccions indueixen la 
síntesi de novo de noves cèl·lules vasculars de diverses proteïnes de 
matriu, durant el desenvolupament o durant la remodelació dels vasos[53]. 
En condicions patològiques, les proteïnes de la matriu vascular es troben 
sotmeses a un procés proteolític produint-se uns fragments bioactius que 
influeixen en la remodelació. Un splicing alternatiu en les cèl·lules 
vasculars de naturalesa patològica pot conduir a la producció de 
proteïnes de matriu incapaces de mantenir l’homeòstasi, el que porta a 
un augment de la rigidesa dels vasos sanguinis[53]. 
 
La rigidesa arterial pot estar associada a modificacions de les propietats 
elàstiques intrínseques dels biomaterials de la paret (endoteli anormal i 
desorganitzat, augment de col·lagen, elastina fragmentada i disminuïda[62-
71] infiltració de cèl·lules musculars, infiltració de macròfags, infiltració de  
cèl·lules mononuclears, augment de metal·loproteïnases (MMPs) , 
augment del TGF-β (transforming growth factor), de molècules d'adhesió 
intercel·lular (ICAM) i de citocines)[64, 72] o al gruix i/o  radi de la paret, és 
a dir, al remodelatge arterial[73]. Aquest últim és la resposta als canvis de 
les forces mecàniques, com ara la tensió de cisallament que actua sobre 
l'endoteli i la tensió cíclica circumferencial que afecta a l'endoteli i CML. 
 
La distensibilitat de la paret del vas depèn de la situació de dos proteïnes 
estructurals principals: col·lagen i elastina[64]. Normalment, hi ha un 
equilibri estrictament regulat entre la síntesi i la degradació d'aquestes 
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dues proteïnes. Es produeixen anomalies en aquest sistema regulador 
produïts per canvis on el col·lagen es troba sobre expressat i la síntesi 
d'elastina està debilitada[74]. Un excés de col·lagen en la paret vascular 
condueix a la fibrosi del vas i incrementa la rigidesa. Aquest excés es pot 
produir per la lisil oxidasa, un mecanisme de fibrosi tissular, on 
l’augment de l’expressió  d’aquest enzim augmenta l’entrecreuament del 
col·lagen i la seva rigidesa[53], o per un augment del TGF-β, involucrat en 
el dipòsit de col·lagen a través de l'estimulació de la síntesi de MEC i la 
reducció de la seva degradació, donant lloc a una disminució del diàmetre 
luminal[75]. A més, l'augment de la pressió luminal (com en la hipertensió) 
també tendeix a afavorir la producció de col·lagen a expenses 
d'elastina[76]. 
 
També es coneix que els productes finals de glicació avançada (AGE) 
milloren el contingut de col·lagen. Aquests productes es produeixen per 
la glicació no enzimàtica de proteïnes, que formen enllaços estables  i 
irreversibles amb proteïnes del teixit com el col·lagen[77, 78]. Quan aquesta 
reticulació es dóna, el col·lagen resultant és més rígid i resistent [77, 79] i li 
confereix al teixit una major resistència a la proteòlisi enzimàtica, una 
disminució de la taxa de degradació i un augment de la producció de 
MEC creant entrecreuament amb proteïnes extracel·lulars. De la mateixa 
manera, l'elastina també és sensible a l’entrecreuament amb AGE. La 
contribució de l’elastina a la matriu de la paret del vas es troba reduïda  
constantment des de l’inici  de la glicació[80, 81]. Diversos estudis han 
demostrat que els AGE afecten la funció endotelial disminuint l’òxid 
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nítric (NO) i augmentant la generació d'espècies reactives d'oxigen 
(ROS), especialment peroxinitrit[82]. També es coneix la rellevància dels 
AGE en l’activació de les vies de l'estrès i resposta inflamatòria, induint 
l’expressió de p12 (ras), NFk-B (factor nuclear kappa B), factors de 
creixement,  ICAM i la generació de citocines i de ROS. Tots aquests 
canvis afecten la rigidesa vascular a través de l'activitat de MMP o de la 
disfunció endotelial[83-88]. 
 
La cèl·lula endotelial, situada en la interfície entre els vasos sanguinis i els 
teixits, està preparada per detectar en el seu entorn el medi ambient i les 
variacions de la funció vascular i d’aquesta manera mantenir l'homeòstasi 
i poder acollir defenses contra diversos invasors microbians i possibles 
danys[85]. Les cèl·lules endotelials actuen com sensors del medi vascular 
induint respostes a canvis hemodinàmics locals i senyals químiques 
circulants. Els mediadors alliberats per les cèl·lules endotelials al seu 
entorn, modulen la funció de les CML subjacents afectant d’aquesta 
manera la remodelació vascular[59].  
 
La tensió de cisallament laminar de les artèries en condicions normals, 
desencadenen unes pautes a partir de cèl·lules endotelials que mitiguen 
els efectes de factors de risc com el colesterol de lipoproteïnes de baixa 
densitat (cLDL) i eviten la vasoconstricció alliberant NO, el factor 
relaxant derivat de l'endoteli. Aquests efectes inclouen inflamació i 
expressió gènica pro trombòtica. En canvi, si els fluxos es troben  
pertorbats, impedeixen tals funcions ateroprotectores activant el factor 
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de transcripció pro inflamatori NFk-B per provocar el reclutament de 
cèl·lules inflamatòries i deteriorant l’activitat vasodilatadora. La 
conseqüent acumulació de leucòcits en l'íntima arterial és el pas previ per 
la formació de cèl·lules escumoses, a causa de l’embolcallament d’aquests 
per lipoproteïnes modificades, que s’han anat acumulant en l'íntima per 
la seva exposició a un excés de LDL[89]. 
 
Les CML, a diferència de les cèl·lules endotelials, no són sensibles a la 
tensió de cisallament luminal però experimenten deformació 
circumferencial cíclica causada per pulsacions arterials. Aquesta força 
incrementa la síntesi de proteoglicans per CML i d’aquesta manera 
augmenta la retenció de LDL a l’íntima[90] afavorint la modificació 
oxidativa en aquest entorn. Les CML a l’íntima, activades per citocines 
inflamatòries produïdes pels macròfags poden també produir més 
col·lagen, donant lloc a fibrosis arterial, característica en l'envelliment i la 
hipertensió, activant així l'alliberament de proteïnases que degraden la 
matriu com per exemple, les MMPs[59]. Aquests enzims poden remodelar 
l’estructura  arterial de la MEC, afectant la producció de col·lagen dèbil i 
les fibres d’elastina més desgastades, incloent l’elastina de la membrana 
elàstica externa que forma el perímetre exterior de l'artèria.  
 
Aquesta remodelació, alenteix l’expansió luminal (creixement cap a 
l'exterior del vas) del creixement de l’ateroma, preservant d’aquesta 
manera el diàmetre del lumen de l'artèria i mantenint constant el flux [91]. 
En última instància, la placa en creixement pot superar aquesta 
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remodelació compensatòria de la paret, la qual cosa permet a l'ateroma  
expandir-se cap al lumen i causar estenosi.  
 
La remodelació arterial, sovint comença amb la funció endotelial 
alterada, té moltes cares i varia al llarg de la història de la vida d'un 
ateroma o un vas sotmès a hipertensió crònica. El control de la pressió 
arterial pot limitar el remodelat advers, el que redueix el risc d'accident 
cerebrovascular i l’ agreujament de l'arteriosclerosi.  
 
L’ús d’estatines, una classe de medicaments  amb efectes directes anti-
inflamatoris més enllà de la reducció de LDL, pot limitar la progressió de 
la placa i, en alguns casos, pot retrocedir les lesions i canvis  característics 
de la  placa associats amb ruptura i trombosis[92]. 
 
5. ARTERIOSCLEROSI-PLACA D’ATEROMA 
 
L’arteriosclerosi es caracteritza per la formació de lesions 
arterioscleròtiques (ateromes). Els ateromes són engruiximents asimètrics 
que es produeixen en l’íntima i provoquen una resposta inflamatòria  de 
la paret arterial la qual desencadena una sèrie de respostes moleculars i 
cel·lulars altament específiques.  
 
L’arteriosclerosi esdevé en 4 etapes[93-96]: 
 Disfunció endotelial, esdeveniment clau que dóna pas a 
l’arteriosclerosi com ja hem comentat. En aquest inici de la lesió les 
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cèl·lules endotelials arterials comencen a expressar sobre la seva 
superfície molècules d’adhesió selectives, que s’uneixen a diverses 
classes de leucòcits. Els monòcits i limfòcits T, un cop els monòcits 
s’han adherit a l’endoteli,  migren entre les cèl·lules endotelials per 
localitzar-se en l’íntima on es dipositen i es transformen en 
macròfags que seran estimulats per citocines i podran absorbir 
lipoproteïnes oxidades, especialment LDL oxidades que hauran estat 
retingudes pels proteoglicans de la MEC. Al quedar retingudes  dins 
de l’íntima, les lipoproteïnes queden separades dels antioxidants que 
es troben en el plasma i aquest fet afavoreix la seva oxidació. Les 
LDL oxidades o modificades indueixen una resposta inflamatòria 
local que és la responsable dels següents passos en el 
desenvolupament de la lesió. 
 
 Estria de greix: és la lesió més incipient caracteritzada per lesions 
linears groguenques visibles a l’íntima arterial que corresponen a 
dipòsit intracel·lular de colesterol en regions riques en cèl·lules 
inflamatòries. Es forma com a conseqüència de la captació de LDL 
oxidades per part dels macròfags situats en l’íntima i donen lloc a les 
cèl·lules escumoses riques en gotes lipídiques. Els macròfags 
produeixen interleuquina-1 i factor de necrosi tumoral que 
augmenten l’adhesió de leucòcits i diverses quimiocines, incloent la 
proteïna quimiotàctica de monòcits (MCP-1) que reclutarà major 
nombre de leucòcits a la placa. Els limfòcits T també seran reclutats 
cap a l’íntima per molècules quimioatraients, i l’intercanvi 
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d’informació entre aquests i els macròfags activaran la resposta 
immune cel·lular, característica principal d’estat d’inflamació crònic. 
Els macròfags produeixen ROS que també contribueixen a l’oxidació 
de les LDL en la lesió i fabriquen factors de creixement. En la zona 
afectada s'hi adhereixen les plaquetes, i aquestes al activar-se també 
alliberaran factors de creixement  que juntament amb els macròfags i 
les cèl·lules escumoses causaran la migració de les CML. 
 
 Lesions avançades i complicacions. La lesió primària progressa cap a 
una lesió més complexa caracteritzada per la migració de les CML. 
Aquestes migren des de la media cap a l’íntima on es dipositen en la 
MEC, fet que converteix l’estria grassa en un ateroma fibrós madur i 
contribueix al creixement de la lesió arterioscleròtica. Aquestes 
lesions fibròtiques tenen una capa fibrosa majoritàriament formada 
per CML i diferents components de la MEC com col·làgens i 
fibulines, i un cor ric en lípids. Les CML sintetitzen molècules de la 
MEC com el col·lagen, proteoglicans i fibulines, que estabilitzen les 
plaques arterioscleròtiques tot i que aquestes cèl·lules poden entrar 
en apoptosi induïda per cèl·lules immunes e inflamatòries. Per tant 
l’ateroma en evolució es troba en un estat inflamatori amb 
macròfags, limfòcits, cèl·lules endotelials i CML, que expressen o 
aporten una gran varietat de factors capaços de modificar la funció 
cel·lular. En aquesta fase es depositen lípids tant dins (de macròfags i 
CML) com fora de les cèl·lules. La persistència de tot aquest procés 
inflamatori i fibroproliferatiu condueix a la formació de la placa 
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d’ateroma que pot romandre estable o inestable. L’estabilitat o 
vulnerabilitat de la placa ve determinada per la mida de la placa, la 
composició del nucli lipídic, el gruix de la capa fibrosa que envolta el 
nucli i la inflamació en l’interior de la placa[97]. Una placa estable és la 
que presenta una càpsula fibrosa gruixuda i amb un nucli o bé pobre 
en colesterol o bé format per colesterol menys oxidat, 
característiques que donen lloc a una menor resposta inflamatòria en 
la placa. Aquest tipus de plaques no presenten complicacions 
clíniques fins passades varies dècades. D’altra banda, una placa 
d’ateroma inestable és aquella que presenta una capa fibrosa prima 
amb un nucli ric en colesterol o format per colesterol molt oxidat 
que indueixen a una resposta inflamatòria crònica en la placa. Les 
citocines alliberades per macròfags i per limfòcits T en el procés 
inflamatori provoquen l’apoptosi de CML que són les responsables 
de sintetitzar col·lagen, el principal component de la capa fibrosa, i 
generant d’aquesta manera una capa menys gruixuda i més dèbil. 
Aquestes plaques també presenten secreció de MMPs que degraden 
la coberta fibrosa, per part dels macròfags, i neovascularització que 
contribueixen a una major debilitació de la placa. Aquest fet es deu a 
que els vasa vasorum originals que són petits vasos fisiològics que es 
troben distribuïts en posició longitudinal en l’adventícia dels grans 
vasos comencen a recórrer el vas en posició transversal i travessen 
l’adventícia fins arribar a la capa íntima, causant la desestabilització 
de la placa. L’endoteli d’aquests microvasos és molt fràgil, així que, al 
travessar l’adventícia, la media i l’íntima, aquests es trenquen causant 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
ESTUDI GENÈTIC D’ASSOCIACIÓ DE FIBULINES I HIPERTENSIÓ ARTERIAL I REGULACIÓ FARMACOLÒGICA DE LA SEVA EXPRESSIÓ. 
Noemí Serra Encinas 
Dipòsit Legal: T 318-2016
Introducció 
-39- 
 
micro hemorràgies. Hi ha l’alliberació de glòbuls rojos que són font 
de colesterol lliure i aquest colesterol augmenta el procés inflamatori 
i accelera la formació de plaques vulnerables. Llavors la vulnerabilitat 
de la placa facilita el seu trencament alliberant el contingut cap a la 
llum del vas on s’activa l’adhesió plaquetària i la conseqüent formació 
del trombus. 
 
 Trencament de la placa i trombosis. Si el procés inflamatori es manté 
i els factors de risc persisteixen, el nucli necròtic continua creixent i 
provoca la degradació de la MEC i la coberta fibrosa per les MMPs. 
Les citocines limiten la síntesi del col·lagen provocant la disminució 
de capa fibrosa i provocant que aquesta sigui susceptible al 
trencament. Quan la placa es trenca, el factor tissular entra en 
contacte amb els components de la sang activant la cascada de 
coagulació on la trombina activa l’agregació de plaquetes, les quals 
interactuen amb proteïnes del plasma i permeten la polimerització del 
fibrinogen formant-se un trombus. Aquest obstruirà la llum del vas 
donant lloc a les manifestacions clíniques pròpies de l’arteriosclerosi. 
 
 
 
 
 
 
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
ESTUDI GENÈTIC D’ASSOCIACIÓ DE FIBULINES I HIPERTENSIÓ ARTERIAL I REGULACIÓ FARMACOLÒGICA DE LA SEVA EXPRESSIÓ. 
Noemí Serra Encinas 
Dipòsit Legal: T 318-2016
 -40- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Evolució d’una artèria durant els procés patològic de l’arteriosclerosi. 
Adaptada de McGill HC Jr, ed. The geographic pathology of atherosclerosis. Lab. 
Invest. 1968;18 (theme issue):465-653. 
 
6. FIBULINES 
 
Les fibulines són una família de glicoproteïnes extracel·lulars molt 
conservades evolutivament[18, 45], localitzades en les membranes basals i 
en les fibres elàstiques[44, 98-100] i que participen en l’estructuració de la 
MEC[18, 45].  
 
Des del descobriment el 1990 del prototip fibulina-1, s’han identificat en 
mamífers set tipus de fibulines que s’anomenen correlativament fibulina-
2, -3, -4, -5, -6 i -7 [46, 101, 102]. Recentment, durant la búsqueda dels ortòlegs 
del gen de la fibulina-7, s’ha descobert una nova seqüència no descrita 
que s’ha anomenat fibulina-8, tot i que fins ara no s’ha descrit expressió 
en humans[102, 103]. 
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Estudis genètics en malalties hereditàries i l’ús d’animals 
d’experimentació han mostrat la importància de les fibulines en 
processos de desenvolupament com elastogènesi[44, 99, 104] o la formació 
vascular[18] i en diverses patologies com la degeneració de la màcula, 
MCV o  càncer[30, 102].  
 
Les fibulines a més d’estructurar la MEC, s’ha descrit que poden 
modular processos com el creixement cel·lular, la diferenciació[102], 
l’angiogènesi i el creixement tumoral[30]. Els mecanismes moleculars pels 
quals es produeixen aquests efectes encara no es coneixen amb exactitud. 
 
6.1. Estructura de les fibulines 
 
Com hem comentat anteriorment les fibulines estan formades per 
diferents mòduls agrupats en els dominis I, II i III. El domini I 
representa la part N-terminal i és variable en els diferents membres de la 
família. El domini II és la part central de la proteïna i conté un nombre 
variable de mòduls tipus EGF. I el domini III és la part C-terminal i és 
específic de la família de les fibulines [18, 42, 45, 103, 105].  
 
Segons la llargada i dominis estructurals podem dividir les fibulines en 
dos subgrups (Figura 4). El primer subgrup el formen la fibulina-1 i la 
fibulina-2, que són més grans i comparteixen estructuralment tres 
mòduls anafilatoxina en el domini I[30] i nou mòduls tipus EGF en el 
domini II, alguns dels quals són mòduls tipus cbEGF. Addicionalment, 
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aquestes fibulines es diferencien en la regió N-terminal, on la fibulina-2 
presenta un domini lliure de cisteïnes d’uns 250 aminoàcids per acabar 
l’estructura amb un domini ric en cisteïnes d’uns 150 aminoàcids. En el 
mòdul III un splicing alternatiu en el gen de la fibulina-1 produeix quatre 
variants (A,B,C i D). En humans, les variants A i la B s’expressen a 
nivells baixos[106-108]. D’altra banda en la fibulina-2 el tercer mòdul tipus 
EGF pot ser present o absent com a conseqüència d’un splicing alternatiu 
produint dues variants de la fibulina-2 (A i B). Ambdues variants es 
troben en humans i ratolins, però es desconeix si aquestes proteïnes 
tenen funcions diferents[108]. 
 
El segon subgrup el formen la resta dels membres, que engloben des de 
la fibulina-3 fins la fibulin-7. Els tres primers membres, les fibulines-3, -4 
i -5, són les més petites i les més conservades evolutivament en els 
vertebrats. Estructuralment aquestes fibulines no presenten domini I, i el 
domini II està format per cinc mòduls cbEGF precedits d’un mòdul 
tipus EGF atípic que conté una seqüència d’aminoàcids, de 28 a 88 
residus, entre la cuarta i la cinquena cisteïna. Un splicing alternatiu en la 
fibulina-3 dóna lloc a cinc variants, les quals tenen una absència total o 
parcial del domini I[109]. A dues d’aquestes variants  els hi manca el pèptid 
senyal i el seu nivell d’expressió és molt baix. També ha estat descrita una 
variant de la fibulina-4 que no conté el pèptid senyal degut a un splicing 
alternatiu[110]. D’altra banda, la fibulina-6 presenta un domini tipus factor 
de Von Willebrand en el domini N-terminal seguit per una formació de 
tàndems de 40 mòduls d’immunoglobulina C-2 i sis repeticions de 
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mòduls de trombospondina tipus I [43] en el domini I precedit de vuit 
mòduls tipus cbEGF en el domini II. L’últim membre d’aquest segon 
subgrup és la fibulina-7, caracteritzada per la presència en el domini I 
d’un mòdul anomenat sushi[30] que es troba involucrat en interaccions 
proteïna-proteïna, i un domini II  amb tres mòduls cb-EGF.  
 
 
 
 
 
Fig 4. Estructura de les fibulines. Adaptada de Claudia Cangemi et.al. Advances in 
Clinical Chemistry 2014:67;245-265 
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6.2. Expressió de les fibulines 
 
En el primer subgrup, trobem la fibulina-1 que es troba localitzada en 
humans en el cromosoma  22 (22q13.3)[111] i té un pes molecular (PM) de 
90-100 KDa. La fibulina-1 s’expressa en vasos grans, artèries coronàries, 
cervell i en teixits connectius[41, 43, 112, 113] d’altres òrgans com són els 
ronyons, pulmons i fetge[112]. Els ratolins deficients en fibulina-1 
presenten malformacions en ronyons i alvèols pulmonars, on els 
compartiments endotelials mostren cèl·lules irregulars[114, 115], suggerint 
que la fibulina-1 deu interaccionar amb les cèl·lules endotelials. 
 
La fibulina-2 és la segona proteïna més gran de la família de les fibulines 
amb un PM de 195 KDa i es troba en humans en  la regió p24-p25 del 
cromosoma 3[116]. Aquesta proteïna s’expressa durant el procés 
d’organogènesi embrionari[117], en les cèl·lules precursores del múscul llis 
que formen els vasos dels arcs aòrtics[118] i en el desenvolupament de 
cartílags[42, 112]. A més s’ha descrit que la fibulina-2 juga un paper clau en 
la elastogènesi per la seva interacció amb el col·lagen tipus IV[119]. La 
fibulina-2 es troba molt sovint colocalitzada amb la fibulina-1 i també 
intervenen en la remodelació de la matriu i mobilitat cel·lular [29]. 
L’interacció de la fibulina-2 amb els proteoglicans versicà i agrecà[120, 121] 
formant una xarxa en el desenvolupament dels cartílags suggereix que 
aquestes unions juguen un paper important en l’estabilització i funció en 
la matriu del cartílag. 
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En el segon subgrup, les fibulines-3, -4, -5, -6 i -7  tenen respectivament 
PMs de 55, 61, 66, 615 i 50 KDa, sent la fibulina-6 el membre més gran 
de tota la família de fibulines. 
 
La fibulina-3 situada en el cromosoma  2 (2p16)[110] es troba expressada 
en la formació de l’àrea cranial, a la caixa toràcica i a les vertebres[122]. 
Aquesta expressió suggereix que la fibulina-3 és important en el 
desenvolupament de l’esquelet. D’altra banda, diversos estudis in vivo 
demostren que animals deficients en fibulina-3[123] o mutacions[124] en 
aquest gen provoquen retinopaties diverses. 
 
Els gens que codifiquen les fibulines-4 i -5 estan localitzats en els 
cromosomes 11 (11q13)[29] i 14 (14q32.1)[125] respectivament.  Aquestes 
fibulines estan molt expressades en cor, i són presents en placenta, 
cervell, ronyons, pulmons, colon, ovaris i pàncrees[18, 31, 126-128]. La fibulina-
4 també s’expressa en fibroblasts humans, en les parets dels vasos i 
membranes basals, mentre que la fibulina-5 la trobem en regions on hi 
ha interaccions epiteli-teixit connectiu, durant el desenvolupament  de les 
artèries[18, 126, 128]. També s’ha observat en una gran varietat de càncers (pit, 
ronyó, ovari i colon) que l’expressió de fibulina-5 es troba disminuïda, 
aquest fet ha suggerit que la fibulina-5  podria actuar com a supressor 
cancerigen[102, 129]. 
 
La fibulina-6 situada al cromosoma 1 ( 1q25.3)  s’expressa en fibroblasts 
de la pell i cèl·lules epitelials de la retina[130, 131] i no han estat descrites 
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altres interaccions, mentre que la fibulina-7 situada al cromosoma 2 
(2q13), és el membre més recent de la família i el menys estudiat. Es 
troba altament expressat en les dents, la placenta, els fol·licles capil·lars i 
els cartílags[30]. 
 
6.3. Funcions de les fibulines 
 
Les fibulines es troben expressades en una gran varietat de teixits i 
associades a moltes estructures de matriu mitjançant la seva interacció 
amb diversos constituents de la MEC. Aquestes interaccions actuen de 
ponts intermoleculars amb la MEC per formar macroestructures i també 
com a mediadors de processos cel·lulars i remodelació de teixits. 
Aquestes funcions de les fibulines s’han descrit en estudis genètics, en 
models animals i in vitro [18, 45, 128]. 
 
La fibulina-1 ha estat associada a malalties cardiovasculars en diversos 
estudis. S’ha descrit que comparat amb controls,  pacients amb diabetis 
tipus II presenten altes concentracions de fibulina-1 en plasma i un 
increment de la quantitat de fibulina-1 dipositada a la paret arterial, 
concretament al voltant de la làmina elàstica externa. A més a més s’han 
observat increments de fibulina-1 en teixits no arterioscleròtics de 
pacients diabètics. Aquests resultats postulen la fibulina-1 com un 
marcador de alteracions en la MEC arterial en pacients amb diabetis 
tipus II[132]. 
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La fibulina-1 s’uneix a diversos components de les membranes basals 
com són el domini globular C-terminal de les cadenes α1 i α2 de la 
laminina[133, 134] i també als dominis globulars G2 i G3 del nidogen-1[119, 
135]. Aquestes interaccions permeten una estructura en forma de bastida 
que dóna suport als teixits, com per exemple, en la funció e integritat 
dels capil·lars. La fibulina-1 actua d’unió amb el teixit connectiu i és 
essencial per la funcionalitat de la pell, pulmons, artèries i d’altres 
òrgans[43].  
 
Diversos estudis han descrit unions de les fibulines-1, -3, -4 i -5  amb la 
tropoelastina[42, 43], jugant un paper important en la formació de les fibres 
elàstiques durant el seu desenvolupament. Més concretament, en aquest 
procés, s’ha descrit la unió de la fibulina-1 amb tropoelastina-2 i als 
proteoglicans agrecà i versicà a través del seu domini lectina tipus 2 C-
terminal[120, 121] i de la fibulina-5 amb elastina[123, 136] i lisil oxidasa-1[137, 138]. 
 
Aquest paper de les fibulines-1, -4 i -5 en la formació de fibres elàstiques 
també ha estat descrit en models animals. Els ratolins deficients en 
fibulina-1 i -4 no són viables. Els primers, moren entre les 24 i 48h 
després de néixer  presentant  hemorràgies cranials i a nivell cutani[104]. 
També s’ha observat irregularitats en la formació dels glomèruls renals i 
els alvèols pulmonars, i anomalies en els arcs arterials, glàndules de la 
faringe, nervis cranials i en l’esquelet cefàlic[114, 115]. D’altra banda els 
deficients en fibulina-4 moren al néixer, ja que presenten defectes 
vasculars molt importants com són irregularitats en les artèries, 
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aneurismes i hemorràgies[98]. Aquests animals no formen fibres elàstiques 
fet que ens indica que la fibulina-4 juga un paper important en 
l’estabilitat vascular.  
 
D’altra banda, els ratolins deficients en fibulina-5 malgrat desenvolupar 
elastinopaties caracteritzades per una desorganització en les fibres 
elàstiques, són viables. Aquesta desorganització  provoca una elongació 
en excés en la pell, extensió dels vasos sanguinis i pulmons[44, 99], 
símptomes que presenten els pacients amb Cutis Laxa.  
 
A banda de la seva funció en la formació i estructuració de la MEC, s’ha 
descrit el paper de les fibulines en una gran varietat de tumors. La 
fibulina-1D conté íntegrament el domini tipus fibulina i actua com a 
supressor de tumors[139], inhibint processos cel·lulars com el creixement, 
adhesió i proliferació[140], en canvi la fibulina-1C, la qual ha perdut 21 
aminoàcids d’aquest domini es comporta com una proteïna oncogènica, 
on la seva expressió correlaciona amb l’agressivitat de tumors en 
ovaris[141-145]. Les funcions de cada isoforma depenen de les diferents 
interaccions que aquestes tenen amb diferents proteïnes de la MEC[45]. 
Així doncs el paper antitumoral de la fibulina-1D sembla ser degut a un 
bloqueig de l’adhesió de les cèl·lules tumorals per la fibronectina, la qual 
és un modulador de la mobilitat[140]. D’altra banda, la isoforma C 
interactua amb el factor de creixement d’unió a heparina, el qual es troba 
implicat en al formació de tumors, migració i adhesió cel·lular [146]. Per 
tant variants de la fibulina-1 actuen com a moduladors de la formació de 
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tumors. També s’ha descrit el paper de la fibulina-3 com un agent 
antitumoral bloquejant la migració de les cèl·lules endotelials en 
fibrosarcoma[147]. Estudis recents mostren una disminució en l'expressió 
de fibulina-3 en carcinomes de faringe i la pèrdua de funcionalitat 
d'aquesta fibulina-3 correlaciona amb la progressió i metàstasi dels 
carcinomes[148]. Un gran nombre d'estudis  relacionen el paper de la 
fibulina-5 amb el procés tumoral[129, 149-151]. S'ha demostrat una associació 
de la fibulina-5 amb l'expressió de  MMPs en tumors, on una menor 
regulació estimula l’invasió cel·lular mediada per MMP-7 en cèl·lules de 
càncer de pulmó, mentre  una sobre expressió de la fibulina-5 inhibeix la 
metàstasi del càncer de pulmó[152]. Aquestes activitats antitumorals i pro 
tumorals succeeixen per diferent mecanismes. L'activitat antitumoral 
implica un augment de la regulació dels nivells de trombospondina-1[153, 
154], mentre l'activitat pro tumoral està mediada pel TGF-[155].  
 
Aquesta participació en els processos de creixement, proliferació i 
migració no es exclusiu del procés de la tumorigènesi, el nostre grup ha 
observat també que la fibulina-5 i la fibulina-4 es troben sobre 
expressades per la FABP-4[156], una adipoquina associada a risc 
cardiovascular, disfunció endotelial i efectes pro inflamatoris sobre la 
migració i proliferació de cèl·lules musculars llises d'artèria coronària 
humana (HCASMC). 
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6.4. SNPs de les fibulines associats a malalties 
 
Diverses mutacions en els membres de la família de les fibulines han 
estat associades a malalties[128].  
La fibulina-3 presenta la mutació (R345W)  en el domini EGF, la qual és 
la causant d’una distròfia en la retina que es coneix amb el nom de 
Malattia Leventinese[124], aquesta presenta la formació d’un drunsen i 
neovascularització en la zona posterior de la retina, amb la conseqüent 
pèrdua de visió amb el temps.  
 
En la fibulina-4, la mutació G169A està involucrada en la malaltia Cutis 
Laxa[157], aquesta presenta anomalies en pell, òrgans i artèries provocant 
un excés de flexibilitat produït per un augment de fibres elàstiques. 
Recentment s'ha descrit la mutació Asp 203 Ala en l'exó 7, en nadons 
d'una regió de la India, anomenada Malabar Mappila [158]. Aquesta mutació 
ha resultat ser letal en pacients homozigots i la mitjana de vida dels 
nadons ha estat de 4 mesos. Aquest desordre genètic es caracteritza per 
una deformació severa de les artèries elàstiques.  
 
Les mutacions en la fibulina-5 estan relacionades amb les malalties Cutis 
Laxa i Degeneració macular associada a l’edat. En el cas de la primera 
s’han descrit les S227P i C217R que provoquen un plegament inadequat 
de la proteïna fent disminuir la seva secreció i també disminuint les 
interaccions d’aquesta amb elastina i fibrilina-1[159, 160]. D’altra banda s’han 
descrit les mutacions G412E, G267S, I169T i Q124P que produeixen 
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una disminució en la secreció de  fibulina-5 i estan implicades en la 
malaltia macular[161]. 
 
7. FUNCIONS DE LA FIBULINA-2. 
 
La fibulina-2 es troba localitzada de forma similar a la fibulina-1, així 
doncs la trobem en les membranes basals, les fibres elàstiques i altres 
estructures del teixit connectiu[41, 43, 112, 113]. En les membranes basals 
també interacciona amb  els dominis globulars G2 i G3 del nidogen-1 i la 
laminina igual que la fibulina-1, però la fibulina-2  també presenta 
interaccions amb el perlecà[30]. En les fibres elàstiques, la fibulina-2 
s’uneix a tropoelastina-2 i a fibrilina-1[43], aquesta unió i la seva  
localització en la interfase entre les microfibres i l’elastina com hem 
esmentat anteriorment, fa pensar que la fibulina-2 actua d’unió de 
l’elastina amb aquestes microfibres[43]. Aquestes interaccions i la 
disposició en forma de bastida confereixen a la fibulina-2 una funció 
molt important en l'estructuració, l’estabilització i l'elasticitat de la paret 
vascular[162].  
 
També s’ha demostrat que igual que la fibulina-1, la fibulina-2 s’uneix 
amb agrecà i versicà a través del domini lectina tipus-2 C-terminal[120, 121] i 
forma una xarxa complexa que li confereixen al cartílag la seva força 
mecànica, jugant d’aquesta manera un paper important en l’estabilització 
i funcionalitat de la matriu del cartílag. 
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Com hem comentat, es detecta una elevada expressió de fibulina-2 en el 
desenvolupament embrionari[117]. Posteriorment en el període post natal 
aquesta expressió es troba disminuïda en molts teixits, però segueix sent 
important en l’adventícia perivascular arterial i la membrana basal 
endotelial de mitjanes i grans artèries i també en vàlvules cardíaques[42, 112, 
118]. L’expressió de fibulina-2 en teixits adults està induïda en condicions 
patològiques com serien la reparació de ferides a la pell i en lesions 
vasculars.  
 
S'ha descrit que la fibulina-2 es present en les lesions vasculars i 
interacciona amb versicà i hialurònic en les plaques arterioscleròtiques. A 
banda, s'ha mostrat que aquesta interacció entre la fibulina-2 i el versicà 
és important per la migració de les CML[29]. Les CML produeixen la 
fibulina-2 en resposta a la lesió vascular ja que la xarxa formada per la 
fibulina-2 i el versicà és important per a que les CML facin la seva funció 
durant la reparació de la paret del vas[163]. 
 
Altres estudis indiquen que la fibulina-2 és essencial per l'activació del 
TGF-β induït per angiotensina II[164]. L'angiotensina II és una 
neurohormona potent responsable de la hipertròfia cardíaca, en què el 
TGF-β serveix com un mediador principal. S'ha descrit que l'absència de 
fibulina-2 en ratolins atenua la senyalització de TGF-β, i els ratolins es 
troben protegits contra la disfunció ventricular progressiva i redueixen 
significativament la mortalitat després d'un infart agut de miocardi 
experimental[165].  
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Pel que fa als models animals deficients en fibulina-2 són animals viables, 
fèrtils i que no presenten anomalies anatòmiques. En aquests animals els 
nivells de fibulina-1 són elevats si els comparem amb els ratolins 
normals, suggerint que l’absència de fibulina-2 es compensada 
funcionalment per la fibulina-1[166]. També s’ha descrit que els ratolins 
deficients en fibulina-2 tenen una major supervivència desprès de patir 
un infart agut de miocardi respecte a ratolins salvatges[165].  
 
A banda de la relació de la fibulina-2 amb malaltia cardiovascular també 
s'han descrit efectes d'aquesta proteïna en altres malalties com seria el 
càncer. La primera associació deriva d'un estudi on la fibulina-2 és un 
dels 64 gens que es troben sobre expressats en tumors sòlids de diferent 
origen[167]. Posteriorment diversos estudis han descrit que la fibulina-2 
actua com a supressor de tumors. Concretament un dels estudis dut a 
terme amb diverses línies tumorals ha demostrat una correlació entre la 
pèrdua de fibulina-2 i una progressió del tumor[168]. També s'ha observat 
una disminució de fibulina-2 en mostres de sarcoma de Kaposi[169].Una 
dada interessant en estudis recents és que la funció antiangiogènica de la 
fibulina-2 actua de manera conjunta amb una disminució de la regulació 
de dos factors antiangiogènics com són el factor de creixement  VEGF i 
la MMP-2[170]. 
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Membre de 
les fibulines 
 
Interaccions amb altres 
proteïnes 
 
Expressió de les 
fibulines 
 
Malalties o 
desordres en 
humans 
 
Fibulina-1 
fibronectina, agrecà, 
versicà,nidogen,fibulina7, 
laminina α1 i laminina α2, 
fibrinogen, ADAMTS-1. 
parets del vasos, 
membranes basals, 
fibres elàstiques, 
cartílags. 
distròfia en la retina 
 
Fibulina-2 
laminina α2, fibrilina, 
agrecà,versicà, 
fibronectina, nidogen, 
perlecà, tropoelastina. 
membranes basals, 
cor, placenta, ovari, 
cartílag. 
 
 
Fibulina-3 
tropoelastina. cartílag, ossos, retina. Malattia leventinese. 
Distròfia en la retina. 
Degeneració macular 
associada a l’edat. 
 
Fibulina-4 
tropoelastina. cor, pulmons, 
ronyons, cartílag. 
Aneurisma aòrtica. 
Cutis laxa (moderada) 
 
Fibulina-5 
tropoelastina, elastina, 
LOXL-1, LTBP-2. 
vasos grans, pulmons, 
úter, cartílag. 
Cutis laxa. 
Degeneració macular 
associada a l’edat. 
 
Fibulina-6 
No s’han descrit fibroblast de la pell, 
epiteli de la retina 
Degeneració macular 
associada a l’edat. 
 
Fibulina-7 
fibronectina, heparina, 
fibulina-1. 
incisius, molars, 
cartílags, fol·licles del 
cabell 
 
 
Taula 1.Taula resum de les interaccions de cada membre de la família de les fibulines 
amb altres proteïnes, llocs on s’expressen i malalties o desordres humans en les quals es 
troben involucrades. . Adaptada S. de Vega et.al. Cell.Mol.Life Sci:2009;66;1890-1902 
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8. ESTATINES I PARET VASCULAR 
 
Les estatines, inhibidores de l’enzim 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzim A 
(HMG-CoA) reductasa, són una família de varies molècules que 
pertanyen al mateix grup terapèutic. Aquestes molècules actuen reduint 
la producció endògena de colesterol amb la conseqüent disminució del 
seu contingut intracel·lular.  
 
El colesterol és un component essencial de les membranes cel·lulars i és 
el precursor immediat de les hormones esteroides i dels àcids biliars, 
però si es troba present en quantitats excessives, passa a ser un factor de 
risc de malaltia cardiovascular [171, 172]. Tot i que la concentració sèrica de 
colesterol pot estar influïda per la dieta, el 60% d’aquest es sintetitza al 
fetge a partir d’una sèrie de reaccions on l’enzim HMG-CoA reductasa 
n’és el limitant. Aquest enzim és l’encarregat de  regular la conversió de 
HMG-CoA a mevalonat, component essencial en la síntesi intracel·lular 
del colesterol. Per tant la inhibició d’aquest enzim per les estatines és un 
tractament clau per reduir la concentració sèrica de colesterol. Les 
estatines, al reduir la síntesi de cLDL, promouen una regulació positiva 
dels receptors de les LDL als hepatòcits. Aquesta regulació porta a una 
disminució entre un 30 i un 54% del cLDL, un augment entre un 5 i un 
10% del colesterol de les lipoproteïnes d’alta densitat (cHDL) i una 
reducció d’un 10% dels triglicèrids. Amb aquests efectes hipolipemiants i 
la relació lineal entre la disminució de colesterol i la incidència de malaltia 
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cardiovascular, aquests medicaments són els més emprats en la prevenció 
primària i secundària d’aquestes malalties[173-179]. 
 
A banda de l’acció sobre els lípids plasmàtics, l’ús d’estatines també 
produeix diversos efectes beneficiosos anomenats  efectes pleiotròpics. 
Entre aquests efectes podem destacar la millora de la funció endotelial, 
efectes antioxidants, la disminució de la proliferació de CML, un efecte 
antiinflamatori, i l’estabilització de la placa arterioscleròtica. S’ha 
demostrat en diversos estudis que aquests efectes alteren la biologia de la 
placa i alenteixen la progressió de l’arteriosclerosi [180]. 
 
La disfunció endotelial es troba caracteritzada per una disminució en la 
disponibilitat de NO. El NO es difon des de les cèl·lules endotelials a les 
CML estabilitzant la forma inactiva de la miosina i en conseqüència la 
vasodilatació. Diversos estudis han demostrat que les estatines 
produeixen un augment de eNOS, enzim que catalitza la formació de 
NO, produint un augment del flux sanguini i vasodilatació[181].  
 
També s’ha observat que les estatines disminueixen els mecanismes 
inflamatoris a través de la disminució de l’activació de NFk-B[182] i de la 
modulació de citocines. Menors nivells de NFk-B disminueixen el 
reclutament de les cèl·lules inflamatòries i una menor expressió de 
citocines  provoca menor proliferació de CML.  
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Un altre efecte beneficiós és l’augment de l’expressió de col·lagen 
intersticial, aquest col·lagen es va dipositant a la placa, augmentant el 
gruix de la capa fibrosa i com a conseqüència s’estabilitza la placa[183]. 
 
A l’inhibir la HMG-CoA reductasa,  les estatines interfereixen en la 
formació d’isoprenoides (Figura 3). Els isoprenoides són molècules, com 
el farnesilpirofosfat (FPP) o el geranilgeranilpirofosfat (GGPP)[184], 
derivats del metabolisme del mevalonat, que actuen com a dianes 
lipídiques i afavoreixen modificacions postraduccionals d’una gran 
varietat de proteïnes reguladores, claus en els processos de senyalització 
intracel·lular. De fet la unió d’un isoprenoide al residu de cisteïna de  
l’extrem C terminal d’aquestes proteïnes (prenilació) és necessària per 
unir-se a la membrana cel·lular i activar el mecanisme d’acció relacionat 
amb la migració, la diferenciació i la proliferació cel·lular. Entre aquestes 
proteïnes trobem les proteïnes G, la laminina nuclear i les proteïnes 
d’unió a GTP com són Ras, Rho, Rab, Ral, Rap i CDC42[185]. Els majors 
substrats de la prenilació són Ras i Rho, aquestes s’uneixen a GTP i 
provoquen el pas de la forma inactiva a la forma activa. En les cèl·lules 
endotelials la translocació de Ras del citoplasma a la membrana 
plasmàtica depèn de la farnesilació (unió del farnesil) mentre que la de 
Rho depèn de la geranilació (unió d’una fracció de geranilgeranil)[186].  
 
La família Rho està formada per RhoA, Rac i Cdc42 i les seves funcions 
principals són regular la reorganització de l’esquelet i l’expressió 
gènica[187-189]. RhoA és el membre més conegut de la família de proteïnes 
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Rho i juntament a l’efecte de l’organització de l’actina en el citoesquelet o 
a través d’aquest,  regula un ampli ventall de funcions cel·lulars 
fonamentals com ara la contracció del muscle llis, la mobilitat, la 
proliferació i l’apoptosi. Totes aquestes funcions estan regulades per 
RhoA a través de l’activació de la proteïna senyalitzadora Rho-quinasa 
(ROCK). 
 
Un equilibri perfecte entre contracció i relaxació del muscle llis és crític 
en el manteniment d’algunes funcions biològiques i trastorns en aquest 
procés dinàmic són causa de diverses patologies[190]. El to muscular del 
muscle llis juga un paper fonamental en la regulació de la pressió, del 
flux, la permeabilitat capil·lar i d’altres funcions cardiovasculars. 
 
S’ha descrit que la activació de la via RhoA/ROCK, té efectes 
significatius sobre diverses malalties cardiovasculars com  hipertensió 
(HTA), arteriosclerosis, angina de pit o hipertròfia del miocardi[191]. 
 
La HTA és un dels desordres cardiovasculars més comuns que es 
caracteritza per un to vascular alterat i un increment de la contractilitat 
vascular. L’ augment de la pressió provoca la proliferació i la migració de 
les CML vasculars i un augment de la inflamació de la paret arterial, 
processos que provoquen el remodelatge vascular.  
 
Diversos estudis han demostrat que la regulació de la via ROCK juga un 
paper crucial en el remodelatge vascular. Així s’ha descrit que la inhibició 
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de ROCK causa l’activació de eNOS i la reducció de la inflamació 
vascular, millorant el procés arterioscleròtic.  
 
També s’ha observat que l’angiotensina II activa la via ROCK i regula el 
citoesquelet, relacionant directament l’activació de ROCK  amb el 
remodelatge vascular patològic[192-194]. Per tant a través d’aquests efectes 
sobre les proteïnes cel·lulars, les estatines tenen una sèrie de propietats 
antiateroscleròtiques i antitrombòtiques importants.  
 
Altres mecanismes independents de la unió a RhoA  estimulen de 
manera efectiva l’activitat ROCK. Un dels més estudiats és l’efecte de 
l’àcid araquidònic[195, 196]. Els lípids sembla que s’uneixen al regulador C-
terminal de ROCK, trencant l’auto inhibició de l’ interacció i així 
permetent l’activació de la quinasa.  
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Figura 3. Efecte de les estatines en la via de la síntesi de colesterol i  isoprenoides. 
L.Badimon et.al Rev Esp Cardiol Supl. 2011;11(b):3-13 
 
 
9. HIPERTENSIÓ ARTERIAL I PARET VASCULAR 
 
La HTA és una malaltia crònica que es caracteritza per un augment 
continuo o sostingut de la tensió arterial en las artèries. La tensió arterial, 
és la força que exerceix la sang contra les parets dels vasos (artèries) al 
ser bombejada pel cor. Durant la sístole s’expulsa cap a les artèries una 
gran quantitat de sang provocant que aquestes es dilatin al màxim, 
acumulant una gran quantitat d’energia elàstica per poder distribuir 
aquesta sang cap a la resta del cos. En aquest punt la tensió arterial és 
màxima i s’anomena pressió arterial sistòlica (PAS). Durant la diàstole les 
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artèries utilitzen l’energia acumulada per impulsar el flux sanguini i 
distribuir la sang als diferents òrgans. En aquest punt la tensió arterial és 
mínima i s’anomena pressió arterial diastòlica (PAD).  
 
Quan més alta és la tensió, major esforç ha de realitzar el cor per 
bombejar la sang i si aquesta puja per sobre del límit normal es produeix 
HTA. Segons barem internacional, es considera HTA una pressió 
sistòlica per damunt de 139 mmHg o una pressió diastòlica major de 
89 mmHg. 
 
Increments de la PAS i la PAD contribueixen a unes taxes de morbiditat 
i mortalitat considerablement elevades  ja que es tracta d’una malaltia 
comú en tot el món i afecta al 20 % dels adults entre 40 i 65 anys i quasi 
al 50% de les persones de més de 65 anys. Per aquest motiu es considera 
un dels problemes més importants de salut pública, especialment en els 
països desenvolupats.  
 
La HTA crònica és el factor de risc modificable més important per 
desenvolupar malalties cardiovasculars, així com  problemes vasculars a 
nivell de cervell i de ronyons. I a la vegada hi ha molts i diversos factors 
de risc per la HTA com són l’edat, el sexe, antecedents familiars, 
tabaquisme, dieta, medicaments, obesitat i diabetis[197-200]. En molts casos 
modificar l’estil de vida és suficient per controlar la HTA. Per tant fer 
activitat física moderada, deixar de fumar, un consum moderat d’alcohol 
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i una dieta saludable, ajuden a regular la tensió arterial i prevenir les 
malalties cardiovasculars. 
 
D’altra banda, quan la dieta no és suficient, hi ha diferents tractaments 
farmacològics per disminuir la tensió arterial i d’aquesta manera reduir el 
risc de patir un episodi cardiovascular. L’elecció del fàrmac depèn de 
quina és la causa de la HTA. Alguns d’aquests tractaments regulen vies  
involucrades en l’estructura i funció de la paret arterial, l’alteració 
d’aquestes vies provoquen la rigidesa arterial que en molts casos és 
l’origen de la HTA. Aquest factor estructural de la hipertensió es pot 
produir tan en grans com en mitjanes artèries. 
 
Diversos estudis han descrit una disminució de l’elasticitat de les artèries 
amb l’edat. Aquest fet es deu a un deteriorament i ruptura de fibres de 
col·lagen i d’elastina. Aquest fet provoca que les artèries tinguin menor 
capacitat per dilatar-se i augmenti la pressió sistòlica[74]. 
 
D’altra banda s’ha demostrat que un augment del gruix de la paret 
vascular provoca una disminució de la llum vascular, aquest fet provoca 
que el flux sanguini es redueixi i augmenti la pressió diastòlica. 
 
El coneixement d’aquestes vies involucrades en l’estructura i la funció 
cardiovascular i l’estudi de possibles gens vinculats, han permès 
identificar gens associats a rigidesa arterial i HTA. 
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10. PAPER DE LES FIBULINES EN EL 
REMODELATGE VASCULAR I LA MALALTIA 
CARDIOVASCULAR. 
 
La remodelació vascular, com hem comentat anteriorment, és un procés 
que  no tan sols implica  canvis en la matriu i en cèl·lules intersticials, 
sinó també genera canvis en les respostes de les cèl·lules cardiovasculars, 
endotelials i musculars llises[59].  
 
En tot el procés de remodelatge la MEC té una gran importància en els 
vasos sanguinis, tan en condicions fisiològiques com patològiques, ja que 
juga un paper molt important en les característiques mecàniques, però 
també en els processos de migració, i proliferació de les CML i cèl·lules 
endotelials[53, 57]. 
 
Les fibulines , components importants en la MEC, juguen un paper molt 
actiu en aquests processos. Concretament les fibulines implicades en 
aquests processos i que estan relacionades amb malalties cardiovasculars 
són les fibulines-1, -2, -4 i -5[29]. 
 
La fibulina-1 està associada en processos de calcificació en ratolins. 
Clàssicament s’han distingit dos tipus de calcificació arterial depenent del 
lloc on es deposita el calci. Així doncs podem trobar calcificació arterial 
de l’íntima ( associada a la placa d’ateroma)[201] i calcificació de la media 
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(coneguda com esclerosi de Mönckeberg)), lligada a la rigidesa vascular per 
mineralització de les fibres elàstiques i l’arteriosclerosi observada amb 
l’edat, diabetis i la malaltia renal crònica[202]. La primera està relacionada 
amb un augment de la deposició de lípids i la infiltració de cèl·lules 
inflamatòries mentre que en la segona  tindria més influència el canvi de 
fenotip de les CML cap a cèl·lules semblants a osteoblasts.  
 
Un estudi de microarray demostra que l’expressió de fibuina-1 és troba 
incrementada fins a quatre cops més en CML de ratolins amb 
mineralització[203]. A més, la fibulina-1 és un component que trobem 
colocalitzat amb fibrinogen en lesions arterioscleròtiques en humans[204]. 
També  es relaciona l’expressió de fibulina-1 amb rigidesa arterial, s’ha 
observat en un estudi genòmic que l’expressió gènica de fibulina-1 és 
major en l’aorta humana de pacients amb un increment de rigidesa 
arterial[205]. Aquestes indicacions suggereixen que l’expressió de fibulina-1 
és essencial per un bon funcionament de la vasculatura i  té un paper 
actiu en l’homeòstasi del vasos.  
 
La fibulina-2 es present en lesions vasculars ( lesions arterioscleròtiques ) 
de ratolins. En concret l’augment d’expressió de fibulina-2 permet 
millorar la migració de les CML durant la reparació del mecanisme [163]. 
D’altra banda, la fibulina-2 és absent en les regions amb macròfags, per 
tant sembla que no està associada a processos inflamatoris. 
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També està demostrat, que les fibulines-1 i -2 es troben reduïdes en 
pacients amb dissecció aòrtica[206, 207], dolència greu on la MEC presenta 
una degradació accelerada, apoptosi i elastogènesi, que augmenta la 
necrosi de les CML i la fibrosi de les fibres elàstiques. La dissecció 
aòrtica pot tenir un component genètic però també està adquirida per 
condicions com són l’arteriosclerosi i la hipertensió crònica. 
 
En el cas de la fibulina-4 està descrit que una reducció de la seva 
expressió en ratolins, augmenta la formació d’aneurismes i la dissecció 
aòrtica per disrupció de la làmina elàstica[208]. 
 
El paper de la fibulina-5 com a inhibidor de la proliferació i migració de 
les CML i la desaparició de la proteïna causa un remodelatge vascular 
anormal. A més la fibulina-5 contribueix a l’estabilitat mecànica dels 
vasos a través de les seves interaccions amb elastina. La fibulina-5 es 
troba reduïda en la paret aòrtica de pacients amb dissecció aòrtica 
toràcica, la qual es caracteritza per la fragmentació de l’elastina en la paret 
arterial, probablement causada per la disminució de fibulina-5[209]. 
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11. IMPACTE DE LA HTA I ALTRES FACTORS DE 
RISC EN EL REMODELATGE VASCULAR I LA 
MALALTIA CARDIOVASCULAR 
 
La HTA és una malaltia que afecta a la paret vascular a nivell d’endoteli, 
múscul llis i fibroblast, i es produeix per la interacció d’estímuls 
hemodinàmics, de substàncies vasoactives i factors de creixement locals. 
Aquestes interaccions i el remodelatge que es produeix a nivell vascular 
implica una sèrie de canvis en diversos processos com la proliferació, 
migració[191] i mort cel·lular i la síntesi i degradació de la MEC. La 
proliferació i  migració de les CML des de la media cap a l’íntima i la 
inflamació de la paret, participen en una varietat de trastorns vasculars i 
contribueixen a la progressió de malalties com l’arteriosclerosi.  
 
Altres factors de risc com són la diabetis i les dislipèmies, malalties on 
trobem alterades les quantitats de glucosa i greixos respectivament, 
també contribueixen a un remodelatge vascular. En el cas de la diabetis 
un augment de la glucosa en sang afavoreix la deposició de lípids 
disminuint l’elasticitat de les artèries, promou la proliferació de les CML 
provocant una hipertròfia de la media i augmenta  l’expressió de 
l’endotelina que afavoreix la vasoconstricció, tots aquests mecanismes 
afavoreixen la HTA. D’altra banda un augment de la quantitat de greixos 
en circulació origina una disfunció endotelial i com a conseqüència les 
lipoproteïnes oxidades  queden retingudes durant més temps. Aquestes 
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lipoproteïnes oxidades augmenten la producció de superòxid, la 
peroxidació lipídica i poden modular l’expressió de gens que 
augmentaran la proliferació i migració de les CML. Tots aquests canvis 
impliquen un remodelatge vascular que pot derivar en arteriosclerosi. 
 
També existeixen factors de risc com són el tabaquisme o el 
sedentarisme que estan originats per conductes alimentàries i socials no 
adequades i també afecten la remodelació de la paret augmentant la 
rigidesa arterial. Està descrit un augment de MMP-9 i de TIMP-1 en 
fumadors, relacionat amb la duració de l’exposició al tabac[210]. I també 
s’ha relacionat la concentració de TIMP-1, però no la de MMP-9 amb 
l’índex de massa corporal[211]. 
 
En la majoria dels processos en el remodelatge vascular on la HTA i 
altres factors de risc estan implicats hi juguen un paper important les 
fibulines, tot i que els mecanismes implicats encara no s’han descrit. 
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12. IMPACTE DE LES ESTATINES I ALTRES 
FÀRMACS CARDIOVASCULARS EN EL 
REMODELATGE VASCULAR I LA MALALTIA 
CARDIOVASCULAR 
 
Com hem comentat anteriorment, les estatines són uns fàrmacs emprats 
en pacients amb diverses malalties cardiovasculars pels seus beneficis 
més enllà dels efectes hipolipemiants. 
 
Entre aquests efectes pleiotròpics podem destacar els efectes 
antihipertensius i els antiaterotrombòtics[212-214].  
 
Entre els mecanismes antiaterotrombòtics de les estatines trobem els que 
afecten les plaques arterioscleròtiques com són menor proliferació de 
CML, millora endotelial, resistència a l’oxidació de les LDL o menor 
cúmul de colesterol en macròfags i els que afecten la formació de 
trombus com la viscositat sanguínia, la fibrinòlisis o l’agregació 
plaquetària[215]. 
 
D’altra banda les estatines tenen un impacte important a diferent nivell 
en mecanismes antihipertensius. En el sistema renina angiotensina 
produeixen descensos de l’activitat de l’enzim convertidor de 
l’angiotensina (ECA), de l’expressió de receptors AT1 i també de 
l’aldosterona. A nivell de remodelatge vascular i de reactivitat vascular 
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produeixen un descens d’isoprenoides amb la posterior modulació de la 
mitosi i la modulació dels nivells de calci a les CML. I també es coneixen 
els beneficis endotelials on les estatines augmenten la quantitat de NO, 
produeixen un descens dels radicals lliures i promouen un descens del 
tromboxans i endotelina[216]. 
 
Altres fàrmacs implicats en diverses malalties cardiovasculars són els 
fàrmacs antihipertensius, els quals es prescriuen sols o combinats segons 
els antecedents i necessitats de cada pacient. 
 
Entre els hipotensors més emprats trobem els diürètics, inhibidors 
adrenèrgics, vasodilatadors, BCC (bloquejant dels canals de calci), IECA 
(inhibidors de l’ECA) i els ARA II ( antagonistes dels receptors 
d’angiotensina II). 
 
D’entre aquests grups en podem destacar diversos que afecten la rigidesa 
vascular per diferents mecanismes. Els IECA que bloquegen l’enzim 
convertidor d’angiotensina, inhibeixen la formació d’angiotensina II i 
redueixen la degradació de bradiquinina i d’altres quinines, i els ARA II 
que bloquegen els receptors tipus I de l’angiotensina II. Mitjançant 
aquests mecanismes aquest fàrmacs redueixen la resistència perifèrica i 
són adequats per pacients que presenten insuficiència cardíaca, disfunció 
sistòlica, malaltia coronaria i proteïnúria. Un altre grup són els BCC, que 
bloquegen els canals de calci i a banda de reduir  la resistència perifèrica 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
ESTUDI GENÈTIC D’ASSOCIACIÓ DE FIBULINES I HIPERTENSIÓ ARTERIAL I REGULACIÓ FARMACOLÒGICA DE LA SEVA EXPRESSIÓ. 
Noemí Serra Encinas 
Dipòsit Legal: T 318-2016
 -70- 
 
també tenen efectes diürètics. Aquest grup és adequat per pacients amb 
HTA sistòlica i malaltia vascular perifèrica. 
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HIPÒTESI  
 
Durant l’evolució i progressió de l’arteriosclerosi es produeix un procés 
de remodelatge vascular que afecta els components i l’estructura de la 
paret arterial. Aquest remodelatge vascular inclou, entre d’altres, la 
proliferació de les cèl·lules musculars llises i la producció i degradació de 
la matriu extracel·lular i dels seus components. Uns d’aquests 
components són les fibulines, proteïnes secretades per les cèl·lules 
musculars, que participen en l’estructuració de la matriu extracel·lular 
mitjançant diferents interaccions moleculars i funcionen també com a 
proteïnes reguladores. 
 
D’altra banda, la hipertensió arterial és una malaltia complexa i 
multifactorial on el remodelatge vascular hi juga un paper molt important 
i amb un patró hereditari poligènic que explicaria entre un 30% i un 40% 
de la seva variabilitat. De manera que l’estudi de nous gens candidats 
associats a hipertensió permetria avançar en el coneixement d’aquesta 
malaltia. A més, un factor ambiental clau en el control de la hipertensió 
és el component dietètic.   
 
Finalment, el tractament farmacològic contra la hipertensió i la 
hipercolesterolèmia estan associats a una reducció del risc cardiovascular, 
de manera que són àmpliament utilitzats com a teràpia preventiva.  
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Segons això, la nostra hipòtesi es que polimorfismes en els gens que 
codifiquen les fibulines estan associats a la pressió arterial, i l’expressió  in 
vitro de les fibulines pot ser alterada pels fàrmacs utilitzats com a teràpia 
preventiva cardiovascular (estatines i fàrmacs hipotensors) i per factors 
ambientals com els àcids grassos.  
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INTRODUCCIÓ 
OBJECTIUS 
 
1- Estudi d’associació de gens candidats. 
 
Estudiar variacions genètiques en forma de “single nucleotide 
polymorphisms” (SNPs) en els gens de les fibulines-1, -2 i -5 associats 
a la hipertensió essencial. 
 
2- Determinar l’efecte in vitro de fàrmacs utilitzats com a teràpia 
preventiva cardiovascular sobre l’expressió gènica i proteica de les 
fibulines-1, -2, -4 i -5 en cèl·lules musculars llises: 
 
2.1. Efecte de la simvastatina com a fàrmac hipocolesterolèmic. 
 
2.2. Efecte del lisinopril i amlodipina com a fàrmacs 
antihipertensius. 
 
3- Caracteritzar els mecanismes implicats en els efectes positius observats 
en l’objectiu 2. 
 
4- Determinar els efectes de diferents tipus d’àcids grassos sobre 
l’expressió gènica i proteica de les fibulines-1, -2, -4 i -5. 
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IV.MATERIALS I MÈTODES 
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INTRODUCCIÓ 
El desenvolupament d’aquesta tesi doctoral s’ha dut a terme a la Unitat 
de Recerca en Lípids i Arteriosclerosi, unitat certificada amb la norma de 
qualitat ISO 9001 implantat en el Sistema de Gestió de la Qualitat de 
Recerca, Desenvolupament e Innovació de la Universitat Rovira i Virgili. 
 
Els materials i mètodes emprats en els diversos estudis es troben 
explicats en detall en els articles que s’han originat dels resultats 
obtinguts. A continuació es descriu breument els mètodes dels resultats 
addicionals que estan pendents de publicació.  
 
1. SELECCIÓ I GENOTIPATGE DELS SINGLE 
NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS (SNPs)  
 
Es va testar la hipòtesi que les fibulines-1 i -5 estarien implicades en la 
regulació de la pressió arterial i per tant serien gens candidats de 
susceptibilitat per la HTA. 
 
Es van seleccionar SNPs que tinguessin una alta freqüència de l’al·lel 
menor, que fossin tag-SNPs per diferents blocs de lligament, per tant que 
no estiguessin en desequilibri d’unió i a ser possible que ocasionessin una 
variant funcional. De manera que representessin globalment el 
percentatge més gran possible de la variació d’aquests dos gens. Així 
doncs, es van seleccionar 7 SNPs  en els dos gens candidats, i es va dur a 
terme un estudi d’associació amb la HTA. Per seleccionar els diferents 
polimorfismes es va utilitzar la base de dades internacional HapMap 
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(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/). En el gen de la FBLN1 es van 
seleccionar els SNPs  rs7510719 (exò 4) i rs9682 (exò 9). I en el gen de la 
FBLN5 es van escollir els SNPs rs2474030 (promotor), rs2430347 (exò 
9),  rs2284340 i rs2430363 (intró 4) i rs2267989 (intró 10).  
 
El DNA genòmic es va extreure dels leucòcits perifèrics aïllats de sang 
venosa anticoagulada emprant el Kit QIAamp DNA Blood Kit (Qiagen 
Iberia SL, Madrid, Spain)  i seguint les instruccions del proveïdor.  
 
El genotipatge es va realitzar al Centro Nacional de Genotipado 
(CEGEN). Per dur a terme el genotipatge dels polimorfismes es va 
utilitzar la plataforma Sequenom's MassARRAY seguint el protocol de 
iPLEX Gold (Sequenom Inc., San Diego, CA). Es van fer duplicats de 5 
mostres  amb  SEQUENOM®  i van donar un 100% de consistència.  
 
 
2. ESTUDI  IN VITRO   
(Efecte de fàrmacs antihipertensius sobre l’expressió de 
fibulines) 
 
2.1. Tipus cel·lular i reactius 
 
Es van utilitzar les HCASMC (Human Coronary Artery Smooth Muscle Cells)  
comprades a Cascade BiologicsTM. Tot el material pel creixement i 
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INTRODUCCIÓ 
manteniment de les cèl·lules també es va adquirir a Cascade Biologics TM. 
Les cèl·lules es van cultivar en medi 231, que es va suplementar amb el 
sèrum i els antibiòtics gentamicina i amphotericina. El lisinopril i 
l’amlodipina es van comprar a Sigma-Aldrich. Les plaques de petri de 6 
pous i les de 10 Ø es van comprar a Nunc. 
 
2.2. Efecte del lisinopril i l’amlodipina sobre les fibulines 
 
En aquests experiments es van estudiar els efectes de diferents fàrmacs 
emprats com a tractament antihipertensiu i que actuen directament en la 
paret vascular, sobre l’expressió de les fibulines.  
 
Les HCASMC van créixer fins  al 80% de confluència i un cop en aquest 
punt es van incubar amb concentracions creixents de lisinopril (0, 50 i 
150µM) i d’amlodipina (0, 5 i 10µM) durant 24 hores. Passat aquest 
temps les cèl·lules de les plaques de 6 pous es van lisar per extreure el 
RNA total i les plaques de petri de 10 Ø es van processar per extreure la 
proteïna total. Tots els experiments que es presenten es van dur a terme 
en passatge 6. 
 
2.3. Aïllament de RNA 
 
Les cèl·lules  es van lisar amb el tampó de lisi Nucleic Acid Purification ( 
Applied biosystems) i posteriorment es va aïllar el RNA total amb 
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l’aparell ABI PRISM 6100 Nucleic Acid PrepStation (Applied Biosystems) 
seguint les instruccions de la casa comercial. La qualitat del RNA es va 
comprovar mitjançant la relació d’absorbància i la quantificació   de la 
concentració es va dur a terme utilitzant el kit Quant-iT RNA Assay ( 
Invitrogen ) basat en fluorescència. Les lectures es van fer amb l’aparell 
Qubit (Invitrogen). 
 
2.4. RT-PCR a temps real 
 
La quantificació de l’expressió gènica de les fibulines induïda pels 
diferents fàrmacs es va analitzar per RT-PCRtr. Així, 0.5 µg de RNA 
total de cada mostra es van transcriure a cDNA utilitzant  Random 
Hexamers i l’enzim SuperScript II (Invitrogen) seguint el protocol de la 
casa comercial. 
 
L’expressió dels nostres gens es va avaluar amb l’aparell ABI PRISM 
7900HT Detection System (Applied biosystems). Els primers i les sondes 
Taqman pels diferents gens d’estudi, fibulina-1, -2, -4 i -5, 18s i GAPDH 
es van obtenir a partir de productes Gene Expression Assays (Life 
Technologies) validats i pre-dissenyats.  
 
L’expressió del mRNA de cada gen i per cada mostra es va calcular 
utilitzant el mètode  2-ΔΔCt. Les cèl·lules no tractades (control) es van 
emprar com a calibrador de l’experiment i l’expressió dels gens GAPDH 
i 18s es van utilitzar com a control endogen.  
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2.5. Extracció de proteïna 
 
L’extracció proteica es va dur a terme a 4ºC i amb tot el material fred. 
Després de tres rentats amb PBS, el pellet cel·lular es va obtenir de les 
plaques de cultiu mitjançant rascatge amb un cell-lifter en PBS i posterior 
centrifugació a 1500 rpm durant 5 minuts a 4ºC. Aquest pellet es va 
homogeneïtzar en tampó hipotònic (100l) i després de la centrifugació a 
16,000 x g durant 10 minuts i 4ºC les proteïnes citoplasmàtiques 
contingudes en el sobrenedant i les proteïnes nuclears contingudes en el 
pellet es van emmagatzemar a -80ºC. La quantificació de la concentració 
proteica es va fer per Bradford amb l’aparell GeneQuant. 
 
2.6. Western blot de proteïnes citoplasmàtiques 
 
Els nivells d’expressió proteica de les fibulines induïts pels diferents 
fàrmacs es van analitzar per western blot. L’electroforesi i la transferència 
de la membrana es van realitzar mitjançant NUPAGE Protein Analysis 
System (Invitrogen). Per dur a terme l’electroforesi es van utilitzar 
diferents gels i tampons comercials segons les característiques de cada 
proteïna i recomanacions del proveïdor.  
 
Aquesta metodologia està àmpliament descrita a l’article “simvastatin 
increases fibulin-2 expression in HASMC via RhoA/Rho-kinase 
signaling pathway inhibition”. 
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Les bandes de les membranes es van visualitzar a l’aparell Versadoc (Bio 
Rad) per fluorescència utilitzant reactius ECL (Invitrogen) i es van 
quantificar i normalitzar per l’expressió d’actina mitjançant el software  
Quantity One  1-D Analysis versió 4.6.2.  
 
2.7. Citotoxicitat 
 
Les condicions dels experiments (dosis i temps) es van preseleccionar a 
partir de la bibliografia.  
 
La citotoxicitat de les concentracions seleccionades es van fer 
determinant la quantitat de LDH secretada al medi extracel·lular. Per fer 
aquesta mesura de LDH es van utilitzar dos mètodes. En primer lloc es 
va mesurar la quantitat de LDH en l’analitzador automàtic  Cobas-Mira 
(Roche, Switzerland) que utilitza un mètode enzimàtic (Boehringer 
Mannheim, GmbH). D’altra banda es va analitzar el medi de cultiu 
mitjançant el Cytotoxicity Detection Kit (Roche Applied Science), que 
consisteix en un assaig colorimètric que quantifica la mort cel·lular per 
lisis.  
 
Les cèl·lules també es van observar al microscopi de contrast de fase per 
detectar possibles canvis morfològics. 
 
Cap de les condicions i temps testats van induir efectes citotòxics sobre 
les cèl·lules d’estudi. 
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ASSOCIATED WITH LOWER SYSTOLIC BLOOD PRESSURE 
AND DECREASED RISK OF HYPERTENSION) 
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Two Variants in the Fibulin2 Gene Are Associated with
Lower Systolic Blood Pressure and Decreased Risk of
Hypertension
Joan-Carles Vallve´1*, Noemı´ Serra1, Guillermo Zalba2, Ana Fortun˜o2, O´scar Beloqui3, Raimon Ferre1,
Josep Ribalta1, Lluı´s Masana1
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Abstract
Arterial stiffness is an important factor in hypertension. Fibulin 2 is an extracellular matrix scaffold protein involved in arterial
stiffness and, hence, the fibulin 2 (FBLN2) gene may be a candidate for hypertension susceptibility. 4 single nucleotide
polymorphisms (SNPs) of FBLN2 were evaluated in an association case-control study containing 447 hypertensive patients
and 344 normotensive control subjects. The minor allele frequencies of rs3732666 and rs1061376 were significantly lower in
hypertensives. The odds ratios (OR) for having the protective G (rs3732666) and T (rs1061376) alleles were 0.75 (95%CI: 0.58
to 0.96) and 0.83 (95%CI: 0.66 to 1.02), respectively. For rs3732666, the OR for hypertension in AG+GG subjects, compared
with AA, was 0.71 (95%CI: 0.52 to 0.95). The protective genotype AG+GG was associated with significantly lower systolic
blood pressure (SBP) [23.6 mmHg (P = 0.048)]. There was a significant age interaction with rs3732666; the effect decreasing
with increasing age. For rs1061376, TT subjects had an OR for hypertension of 0.53 (95%CI: 0.32 to 0.87) compared with CC
subjects, with reduced SBP (27.91 mmHg; P = 0.008) and diastolic BP (DBP) (23.69 mmHg; P = 0.015). The presence of a G
allele was an independent predictor of intima-media thickness (IMT); G carrier’s having lower mean IMT (20.037 mm,
P= 0.027) compared with AA. Our results provide the first evidence for FBLN2 as a new gene associated with hypertension.
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Introduction
Increases in systolic and diastolic blood pressure (SBP and DBP,
respectively) contribute to millions of deaths worldwide every year
due to coronary heart disease, stroke, and other vascular diseases
[1,2]. Pharmacological treatment to lower blood pressure mark-
edly reduces the risk of an adverse cardiovascular event,
particularly stroke, in hypertensive individuals [3,4]. Genetic and
environmental factors combine in determining the arterial tone
and blood pressure [5,6]. Among the modifiable factors, the
biggest contributors to hypertension are diet (mainly salt intake),
obesity, and diabetes[6–9]. Knowledge of pathways involved in
cardiovascular structure and function together with the candidate
gene linkage approach, has identified many genes associated with
increased arterial stiffness and high blood pressure [10].
Additionally, recent genome-wide association studies have identi-
fied different single nucleotide polymorphisms (SNP) associated
with SBP, DBP, and essential hypertension [11,12]. The direct
clinical value of such genetic association studies continues to be
debated [13] but, nevertheless, identifying contributory genes does
advance the understanding of blood pressure regulation and
enables vulnerable individuals to be identified so that a better
strategy of prevention and treatment of hypertension may be
implemented.
Arterial stiffness is defined as a reduction in arterial distensibility
[14]. Mechanisms controlling arterial tone are multiple and
include sympathetic system [15], systemic hormones [16], local
vasodilators and vasoconstrictors produced by endothelial cells
[17,18], smooth muscle cell tone [19,20] and extracellular matrix
(ECM) structure [14,21].
Fibulin 2 is an ECM protein first identified in 1990 [22]. It
belongs to a seven-member family of extracellular glycoproteins
[23]. Fibulin 2 serves as a scaffold protein in the ECM by binding
to a variety of ligands including type IV collagen, aggrecan, and
versican [24,25]. Biochemical interaction assays show that fibulin
2 also binds numerous basement membrane proteins including
nidogen, laminin, fibrillin, and fibronectin [24,26,27]. This
multifunctional binding capacity suggests that fibulin 2 is involved
in configuring, maintaining, and integrating ECM and basement
membranes. Additionally, fibulin 2 has been shown to participate
in the remodeling of ECM during embryonic development [28],
wound healing [29], and cancer cell invasion [30].
It is its high binding affinity to elastin that allows fibulin 2 to
participate in the mechanisms of elastic fiber assembly [31,32].
Indeed, fibulin 2 and fibulin 5 have been shown recently to
cooperate in forming the internal elastic lamina of blood vessels
[33] which is one of the structures involved in providing elasticity
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and recoil to the vessel wall. Vessel structure can be regulated,
additionally, by alterations in matrix crosslinking [34].
Structural alterations of the vessel wall which include fracturing
of elastin [35], increased collagen content [36], and ECM
remodeling [37] result in increased vascular stiffness which, in
turn, is one of the mechanisms involved in systolic hypertension
[38,39]. Vascular extracellular matrix components such us
collagens, elastin, glycoproteins, proteoglycans and fibulins pro-
vide mechanical integrity to the vessel wall; the quantity and the
quality of these components determining vascular stiffness in
hypertension.
Based on the postulated role of fibulin 2 in the remodeling and
elasticity of the vascular wall, we tested the hypothesis that fibulin
2 may be involved in regulation of blood pressure and, therefore,
may be a susceptibility gene for essential hypertension and, indeed,
we have shown that variations in FBLN2 gene (rs3732666 and
rs1061376) are associated with reduced levels of SBP and
decreased risk of hypertension.
Methods
Subjects
The study was performed in unrelated and non-selected
consecutive white (Caucasian) individuals of the general popula-
tion who voluntarily attended the University Clinic of Navarra for
a routine medical check-up. In this general population, the
individuals lack evidence of overt cardiovascular disease (i.e.
coronary artery disease, myocardial infarction, valve diseases,
stroke, renal failure). The study population consisted of 344
normotensive subjects and 447 hypertensive patients. By defini-
tion, participants were considered hypertensive if they had resting
SBP and/or DBP.139 and 89 mmHg, respectively, or if they
were prescribed antihypertensive medication. The percentage of
hypertensive patients receiving antihypertensive medication re-
flects what would be observed in a general population in Spain.
Resting blood pressure was measured three times using a mercury
sphygmomanometer and the mean of these three readings was
used in subsequent statistical analyses. All patients had appropriate
clinical and laboratory evaluations to exclude secondary hyper-
tension. In accord with our Institution’s guidelines and the
Helsinki Declaration, subjects were informed of the research
nature of the study and gave written consent prior to participation.
The study was approved by the Ethics Committee of the
University Clinic of Navarra.
SNP Selection and Genotyping
We selected fibulin 2 (FBLN2) as a candidate gene involved in
blood pressure. We genotyped 4 tag single nucleotide polymor-
phisms (SNP) in a case-control study sample powered to detect
association to rare alleles with an effect size (odds ratio) of 0.7 for
hypertension and of 2% of the phenotypic variance for SBP and
DBP. The international HapMap database (http://hapmap.ncbi.
nlm.nih.gov/) was used to select the 4 tag SNPs. SNPs were
selected for having high minor allele frequency (MAF), for being in
different linkage disequilibrium structure and, if possible, for
having functional variant status. We selected one non-synonymous
SNP located in exon 2 (rs3732666, ser361gly), one intronic SNP
(rs1878173) and two synonymous SNPs located in exon 13 and
exon 18 (rs4684968 and rs1061376), respectively. These SNPs
account for a total of 35% common variation in the FBLN2 gene.
Genomic DNA was extracted from peripheral leukocytes
isolated from anticoagulated venous blood using the QIAamp
DNA Blood Kit (Qiagen Iberia SL, Madrid, Spain) according to
the manufacturer’s instructions.
All four SNPs were genotyped using Sequenom’s MassARRAY
platform using the iPLEX Gold protocol as specified by the
manufacturer (Sequenom Inc., San Diego, CA) [40]. The call rates
for the SNPs were greater than 97%. Genotypes for 5 of the
samples were confirmed using duplicate SEQUENOMH runs and
showed 100% consistency. Genotyping was performed at the
Spanish National Genotyping Center.
Intima-media Thickness
Ultrasound measurements of the common carotid arteries
(CCA) were performed as previously reported [41]. Briefly,
measurement of carotid intima-media thickness (IMT) was made
1 cm proximal to the carotid bulb of each CCA at plaque-free
sites. For each individual, the IMT was determined as the average
of near-wall and far-wall measurements of each CCA. Subjects
were examined by the same 2 certified ultrasonographers who
were blinded with respect to the individual’s clinical provenance.
The intraobserver and interobserver coefficients of variation of
analyses were 5% and 10%, respectively.
Statistical Analysis
Statistical analyses were performed using SPSS software version
15 for Windows (Statistical Package for the Social Science, SPSS
Ins. Chicago, IL). Power analysis were performed using Genetic
Power Calculator [42]. Tests for deviation from Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE) and for allele associations were performed
with the De Finetti program (http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.
Table 1. Clinical characteristics in control subjects and
hypertensive individuals.
Control Hypertensive P value
Gender; male/female 256/88 345/102 .0.05
Age; years 48.97611.7 58.369.9 ,0.001
Body mass index; kg/m2 26.964.3 29.0364.2 ,0.001
Smokers; n 109 134 .0.05
Diabetics; n 33 69 ,0.05
Systolic blood pressure;
mmHg
114.4612 146.9619.4 ,0.001
Diastolic blood pressure;
mmHg
74.967.4 88.3610.2 ,0.001
Pulse pressure; mmHg 39.6610.3 58.5616.5 ,0.001
Glucose; mg/dL 102.3624.5 107.4627 ,0.01
Total cholesterol; mg/dL 218.1642.1 224.3643 ,0.05
HDL cholesterol; mg/dL 53.6614.7 50.2613.1 ,0.01
LDL cholesterol; mg/dL 143.2639.5 149.6637.3 ,0.05
Triglycerides; mg/dL 111.8689.5 130.2673.2 ,0.01
C-reactive protein; mg/dL 0.3961.7 0.4960.97 .0.05
Fibrinogen; mg/dL 262.2692.3 270.56114.2 .0.05
Antihypertensive medication
ACE inhibitor; n (%) 106 (23.71)
ARA; n (%) 66 (14.77)
Other antihypertensive
drugs; n (%)
126 (28.19)
Data are presented as means 6 standard deviation. Glucose, C-reactive protein,
fibrinogen and lipids levels were measured in serum. HDL: high density
lipoprotein; LDL: low density lipoprotein; ACE: angiotensin converting enzyme;
ARA: angiotensin II type 1-receptor antagonist.
doi:10.1371/journal.pone.0043051.t001
Fibulin2 Gene, Blood Pressure and Hypertension
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pl). Continuous variables are expressed as mean 6 standard error
of the mean (SEM). Differences in clinical and metabolic variables
between controls and hypertensive patients were tested by one-
way analysis of variance (ANOVA). The x2 test was used to assess
statistical significance of differences in categorical variables.
Logistic regression was used to assess the association of genotype
with hypertension, while linear regression was used for analysis of
continuous variables (SBP and DBP). Logistic and linear analyses
were conducted initially using a crude model without adjustment
for covariates and without considering any interaction and,
subsequently, using a multivariable model adjusted for age,
gender, BMI, and smoking. We adjusted for antihypertensive
therapy by adding 15 mmHg to SBP and 10 mmHg to DBP. In
the multivariable model, all first-order interactions between the
SNPs and age, gender, BMI, and smoking were taken into
account. First-order interactions were evaluated by the Fisher test.
Since the model of inheritance of the SNPs studied is not known,
we tested the association analysis without specifying the genetic
model, and with no assumptions of specific relationships among
genotypes. However, due to the low number of GG subjects in
rs3732666, the GG and GA genotypes were pooled and a
dominant genetic model was applied. We used stepwise multiple
regression analyses to test for associations between the IMT and
the selected SNPs and other measured variables. Probability values
,0.05 were considered significant.
Results
Clinical and biometric characteristics of the study subjects are
shown in Table 1. Compared to normotensive control individuals,
hypertensive patients exhibited significantly higher values of age,
BMI, SBP, DBP, pulse pressure, glucose, total cholesterol, LDL
cholesterol, triglycerides and frequency of diabetes.
Genotype and Allelic Frequencies
All four SNPs were in HWE in the overall population as well as
in the hypertensive and control groups. Two of the tag SNPs
(rs3732666 and rs1061376) showed evidence of an association with
essential hypertension. For rs3732666, the MAF was significantly
lower in hypertensive patients than in control subjects (0.19 vs.
0.24; p= 0.022) with an odds ratio (OR) for having the protective
allele (G) of 0.75 (95%CI: 0.58 to 0.96; p= 0.022). MAF of
rs1061376 showed a trend towards a lower frequency in
hypertensive patients [0.3 vs. 0.34; OR (T) = 0.83 (95%CI: 0.66
to 1.02; p= 0.07)]. The differences reached statistical significance
(0.30 vs. 0.36; p= 0.029) among men, with an OR for having the
protective allele (T) in control males of 0.76 (95%CI: 0.59 to 0.97;
p = 0.029). No statistically differences in allele frequencies were
observed for rs1878173 and for rs4684968.
Comparisons of genotype frequency distributions (Table 2)
showed a significant difference for rs1061376 with a decrease in
TT genotype in the hypertensive group (7.7% of the patients vs.
13.8% of the controls, p = 0.024). In addition, for rs3732666, we
observed a trend toward a decrease in GG and AG genotypes in
the hypertensive group. The differences between the hypertensive
and control groups reached statistical significance (p = 0.022) when
GG and AG genotypes were pooled.
The other two SNPs tested (rs1878173 and rs4684968) showed
no evidence of association with hypertension/blood pressure
(Table 2) and, hence, further statistical analyses focused only on
rs3732666 and rs1061376.
Association of rs3732666 (exon 2) with SBP, DBP, and
Essential Hypertension
For SBP, the b coefficients in the linear regression crude
model showed that carriers of allele G (AG+GG), compared to
AA homozygotes, had a significantly lower SBP of
Table 2. Genotype results.
SNP Genotype frequencies Genotype associations
Controls HTA P Model OR 95% CI P
rs3732666exon 2 AA 177(56.4) 273(64.7) 0.06
AG 121(38.5) 134(31.8) AG 1 0.72 0.52 to 0.97 0.036
2 0.8 0.56 to 1.13 0.59
GG 16(5.1) 15(3.6) GG 1 0.61 0.29 to 1.22 0.17
2 0.5 0.23 to 1.12 0.82
rs1878173intron 2 GG 91(27.3) 114(26) 0.77
GA 168(50.5) 233(53.1) GA 1 1.13 0.78 to 1.63 0.49
AA 74(22.2) 92(21) AA 1 1.01 0.66 to 1.52 0.96
rs4684968exon 13 CC 147(44.1) 206(46.9) 0.73
CT 148(44.4) 187(42.6) CT 1 1.06 0.65 to 1.72 0.81
TT 38(11.4) 46(10.5) TT 1 1.19 0.73 to 1.92 0.47
rs1061376exon 18 CC 150(44.9) 208(47.4) 0.024
CT 138(41.3) 197(44.9) CT 1 1.03 0.76 to 1.39 0.85
2 0.84 0.61 to 1.18 0.33
TT 46(13.8) 34(7.7) TT 1 0.53 0.32 to 0.87 0.012
2 0.47 0.27 to 0.82 0.008
Genotype frequencies are expressed as total number (%). Genotype associations are estimates of the effect of the SNPs on hypertension phenotype. Estimates were
assessed using logistic regression applied to the overall population (n = 791). Model 1 is a crude model while model 2 is adjusted for gender, age, BMI, and smoking.
Homozygote of the major allele was considered the reference category. HTA: hypertensive:
doi:10.1371/journal.pone.0043051.t002
Fibulin2 Gene, Blood Pressure and Hypertension
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24.95 mmHg (95%CI: 28.94 to 20.96; p = 0.015) (Table 3).
When adjusted for potential confounding factors (gender, age,
BMI, and smoking) and first-order interactions (genotype*gen-
der, genotype*age, genotype*BMI and genotype*smoking), the
effect of the genotype remained significant, having the AG+GG
individuals an adjusted b coefficient of 23.6 (95%CI: 27.18 to
20.31; p = 0.048). The linear regression model also showed
significant interaction of rs3732666 with age (p = 0.003).
Because of this interaction, the effect of the genotype (described
above) is the overall mean effect and this need to be evaluated
further at different ages. Hence, the model adjusted for gender,
age, BMI, and smoking was re-applied at four representative
ages of the study population (35, 45, 55, and 65 years) (Table 3).
We observed that, relative to the common AA genotype, the
effect of being a carrier of allele G on SBP decreased as age
increased. This effect was significant at younger ages (35 and 45
years) with values that were 26.83 and 25.94 mmHg lower,
respectively. At older ages (55 and 65 years) the effect lost
statistical significance (Table 3; see b coefficients).
For DBP, although the crude model showed a significant b
coefficient for G carriers, this effect was lost when adjusted for
gender, age, BMI, and smoking (Table 3).
For the dichotomous trait of hypertension, the logistic regression
using the crude model showed that, compared to AA homozy-
gotes, carriers of the G allele had a significantly decreased odds for
hypertension (OR=0.71; 95%CI: 0.52 to 0.95; p = 0.021)
(Figure 1, model 1). Logistic regression analyses showed a
significant interaction of rs3732666 with age (p = 0.02). Therefore,
the model was adjusted for gender, age, BMI, and smoking and
was re-applied at the four representative ages of the study
population (Figure 1, model 2). We observed that the protective
effect of rs3732666 was significant at younger ages. Hence, in 35
year old individuals, relative to AA genotype, the OR was 0.38 for
carriers of the G allele (95%CI: 0.18 to 0.79; p = 0.01). When the
model was applied at 45 years of age, the OR was still statistically
significant (OR=0.55; 95%CI: 0.35 to 0.87; p = 0.011). The
genotype effect did not reach statistical significance at 55 and 65
years old.
Association of rs1061376 (exon 18) with SBP, DBP, and
Essential Hypertension
Crude linear regression models for SBP and DBP were applied
(Table 3, model 1). As shown by the b coefficients of the models,
using CC genotype as reference, the TT homozygotes had a lower
SBP of 28.34 mmHg (95%CI: 214.86 to 21.83; p = 0.012) and a
lower DBP of 23.58 mmHg (95%CI: 26.81 to 20.34; p = 0.03).
This effect was confirmed when the model was adjusted for
gender, age, BMI, and smoking (Table 3, model 2). No statistically
significant effects were observed for CT heterozygotes and there
were no significant first-order interactions.
For the dichotomous trait of hypertension, the logistic regression
crude model (Figure 1, model 1) and the model adjusted for
gender, age, BMI, and smoking (Figure 1, model 2) showed that,
compared to major CC homozygotes, TT homozygotes had
significantly decreased odds for hypertension (crude OR=0.53;
95%CI: 0.32 to 0.87; p = 0.012 and adjusted OR=0.47; 95%CI:
0.27 to 0.82; p = 0.008). CT heterozygotes showed no statistically
significant effect, and no significant first-order interactions were
observed.
Association of rs3732666 and rs1061376 with IMT
For rs3732666, stepwise multiple regression analysis showed
that the presence of a G allele was an independent predictor of the
mean IMT of the right CCA. Additionally, following adjustment
for various confounding factors (gender, age, BMI, and smoking),
AG heterozygotes had a significant 0.032 mm decrease in IMT
compared with AA homozygotes (p = 0.044). We did not observe
any statistically significant effect for GG genotype. Further, as
depicted in Figure 2, we observed, in carriers of the G allele, a
reduction in mean IMT of right and left CCA; albeit statistically
significant only for the right carotid artery. This effect was
confirmed when adjusted for gender, BMI, and smoking. For
rs1061376 we observed a reduction, albeit statistically non-
significant, in mean IMT of right and left CCA in TT
homozygotes (data not shown).
Discussion
In this candidate gene study, we have shown that variations in
FBLN2 gene (rs3732666 and rs1061376) are associated with lower
levels of SBP and decreased risk of hypertension. These two traits
Table 3. Estimates of the effect of the rs3732666 and
rs1061376 on SBP and DBP phenotypes.
Systolic Blood Pressure Diastolic Blood Pressure
b 95%CI P b 95%CI P
Rs3732666
Model 1
AG+GG 24.95 28.94 to
20.96
0.015 22.09 24.08 to
20.11
0.039
Model 2
AG+GG 23.6 27.18 to
20.31
0.048 21.31 23.14 to
0.51
0.158
Model 2
35 years of age
AG+GG 26.83 212.84 to
20.84
0.026
45 years of age
AG+GG 25.94 210.37 to
21.50
0.009
55 years of age
AG+GG 23.37 26.95 to 0.2 0.064
65 years of age
AG+GG 0.15 24.6 to 4.91 0.95
Rs1061376
Model 1
CT 1.65 22.33 to 5.63 0.41 0.45 21.52 to
2.43
0.65
TT 28.34 214.86 to
21.83
0.012 23.58 26.81 to
20.34
0.03
Model 2
CT 20.56 24.13 to 3.02 0.75 20.47 22.3 to
1.35
0.61
TT 27.91 213.73 to
22.07
0.008 23.69 26.67 to
20.71
0.015
Estimates were derived applying linear regression to the overall population
(n = 791). For both genotypes, model 1 is a crude model while model 2 is
adjusted for gender, age, BMI, and smoking. For rs3732666, SBP and DBP
measurements in AA and AG+GG genotypes were 134.98 and 130.47, and 83.40
and 81.65 mmHG, respectively. For rs1061376, SBP and DBP measurements in
CC, CT, and TT genotypes were 133.38, 134.38, and 125.75 and 82.92, 82.97, and
79.69 mmHg, respectively.
doi:10.1371/journal.pone.0043051.t003
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are well-established risks factors for atherosclerosis and cardiovas-
cular diseases [1,2]. We have also shown that the presence of a G
allele (rs3732666) was an independent predictor of the mean IMT
of the right CCA, and that it was associated, to different degrees,
with lower mean IMT of CCA.
The data for rs3732666 is consistent with a dominant effect
whereas for rs1061376 the data showed a recessive effect since two
copies of the minor allele were needed to have an effect on blood
pressure. The results for rs3732666 showed an interaction with age
for SBP and HTA traits. Conversely, rs1061376 did not show any
first-order interactions.
Figure 1. Estimates of the effect of the rs3732666 (black circles) and rs1061376 (white squares) on hypertension phenotype.
Estimates were assessed using logistic regression applied to the overall population (n = 791). For both genotypes, model 1 is a crude model while
model 2 is adjusted for gender, age, BMI, and smoking.
doi:10.1371/journal.pone.0043051.g001
Figure 2. Association in the total population of rs3732666 (exon 2) with right and left carotid mean intima media thickness (IMT).
doi:10.1371/journal.pone.0043051.g002
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The potentially protective role of the FBLN2 SNPs is free of
confounding factors since the association was maintained following
adjustment for confounding variables such as age, gender, BMI
and smoking; factors that have a major contribution to blood
pressure variability. We adjusted for antihypertensive therapy by
adding 15 mmHg to SBP and 10 mmHg to DBP. This approach
has been widely used and has been shown to be a better option
than ignoring the treatment or excluding subjects who are on
therapy [43].
Candidate gene association studies have the advantage that
genes can be selected based on known or suspected disease
pathways, enabling the investigation of potential causal pathways
between the genetic markers selected and complex diseases.
Finding an association provides information about its functionality
within that pathway. Conversely, many variants identified by
GWAS are, often, distant from a protein-coding gene and thus
may not have known functional consequences. However, the
advantage is that the analysis is not hypothesis driven and, as such,
any associations observed would point towards novel areas
warranting further investigation.
Whether the effect on SBP associated with rs3732666 and
rs1061376 is sufficient to decrease cardiovascular disease risk is
beyond the remit of our study. However, we could postulate such
an effect if we take into account the study by Lewington et al. in
which a decrease in 2 mmHg was shown to be associated with a
7% and a 10% reduction in CAD and stroke mortality,
respectively [1]. Further, in our study the effects on SBP associated
with the SNPs studied were within the range of values shown to
produce positive changes in cardiovascular disease and stroke risk
in populations [1,44]. Some studies have shown small genetic
effects on SBP that would be difficult to detect in the clinic.
However, in our study we observed effects in the range of 6 to
14 mmHg; values that would have an effect at the individual level
and, as such, would warrant further prospective studies. For
instance, it is estimated that in patients with stage 1 hypertension
(SBP 140–159 mmHg and/or DBP 90–99 mmHg) with at least
one additional cardiovascular disease risk factor, achieving a
sustained 12 mmHg reduction in SBP over 10 years will prevent 1
death for every 11 patients treated [45]. One limitation of our
study is that the associations described apply only to a white
Caucasian population. Given the well-documented differences in
incidence of hypertension in various ethnic groups [46,47] and the
significantly different allele distributions at some SNP markers
between major ethnic groups, new studies in other populations
should be performed to ascertain whether our results can be
generalized. In addition, sample size is always an issue to be
considered in association studies. Hence, bigger sample sizes or
other hypertensive populations would be necessary to corroborate
these findings.
The underlying mechanisms by which variations in FBLN2
gene might affect blood pressure are not known. The rs3732666
SNP encoded in exon 2 involves a missense change of an
adenine (A) for a guanine (G) which results in a serine to
glycine change in aminoacid 361 in the cysteine-free domain of
the expressed protein. Changes from serine to glycine residues
in other proteins have been shown to result in changes in the
affinity, structure, and function of the mature protein [48].
Further, the lack of a serine residue in fibulin 2 precludes
functions of the protein associated with serine aminoacids. For
instance, these aminoacids have a side chain that can undergo
O-linked glycosylation and are commonly phosphorylated by
kinases during cell signaling[49–51]. Conversely, rs1061376 is a
single base change of cytosine (C) to thymine (T) in exon 18
that leads to a synonymous aminoacid (aspartic acid) substitu-
tion in position 1204. Hence, no change in aminoacid is
observed and thus no correlation with changes in fibulin 2
functionality would be expected. However, we would expect
functional variants around, (or in linkage disequilibrium with)
this variant, to be associated with both SBP and HTA.
Overall, genetic variation can contribute to altered blood
pressure regulation by altering the structure of fibulin 2 or by
altering FBLN2 gene expression. Fibulin 2 is an important
component of the vascular extracellular matrix and, hence, can
influence the organization and structure of the vascular wall[24–
27]. Additionally, fibulin 2 can bind to tropoelastin [32] and to
fibrilin-1 [27], suggesting that fibulin 2 not only is a scaffold
protein but may also function as an anchor for elastin to
microfibrils. Also, there is evidence of a regulatory function of
fibulin 2 because it can inhibit smooth muscle cell migration
[52]. Hence, we can hypothesize that different concentrations of
fibulin 2 or a change in its structure may contribute to the
development of hypertension, either by stiffening the vascular
wall or by altering cellular signal transduction. A change in
structure of fibulin 2 may prevent an appropriate build-up of
elastic fibers and a correct assembly of the extracellular matrix
in the vascular wall; the consequence being an alteration in the
structure of the vascular wall that favors hypertension. Our
results are in accord with this hypothesis since we only found an
association of fibulin 2 with SBP, while SBP was related to an
increase in central vascular stiffness. A compensatory function of
fibulin 1 needs to be ruled out since it has been shown (in
FBLN2 deficient mice) that the lack of fibulin 2 is compensated-
for by an increased expression of fibulin 1 which is associated
with normal elastic fiber formation [53] Further, the SNPs
analyzed in the present study do not lead to fibulin 2 deficiency
but are likely to lead to functional alterations of less impact. As
such, it is conceivable that they do not lead to fibulin 1
compensation and may have moderate, but biologically signif-
icant, effect.
Our results may provide the first evidence for FBLN2 as a new
gene associated with hypertension. We hypothesize that changes
either in the structure of fibulin 2, or in its quantitative levels,
could be a new mechanism leading to hypertension. Further
studies are needed to clarify this point. In addition, even in the
absence of a precise underlying molecular mechanism, our results
are especially interesting in SBP regulation since there are few
protein targets identified for therapeutic intervention, to-date.
Perspectives
Our results may provide the first evidence for FBLN2 as a new
gene associated with hypertension. We believe that changes either
in the structure of fibulin 2, or in its quantitative levels, could be a
new mechanism leading to hypertension. Further studies are
needed to clarify this point. In addition, even in the absence of a
precise underlying molecular mechanism, the identification of this
new association may shed further light on new disease mecha-
nisms, especially with respect to SBP regulation since, to-date,
there have been few target proteins identified for therapeutic
intervention.
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Abstract
The composition and structure of the extracellular matrix (ECM) in the vascular wall and in
the atherosclerotic plaque are important factors that determine plaque stability. Statins can
stabilize atherosclerotic plaques by modulating ECM protein expression. Fibulins are impor-
tant components of the ECM. We evaluated the in vitro effect of simvastatin on the expres-
sion of fibulin-1, -2, -4 and -5 in human coronary artery smooth muscle cells (SMCs) and
the mechanisms involved. Cells were incubated with simvastatin (0.05–1 μM), mevalonate
(100 and 200 μM), geranylgeranyl pyrophosphate (GGPP) (15 μM), farnesyl pyrophosphate
(FPP) (15 μM), the Rho kinase (ROCK) inhibitor Y-27632 (15 and 20 μM), the Rac-1 inhibi-
tor (another member of Rho family) NSC23766 (100 μM), arachidonic acid (a RhoA/ROCK
activator, 25–100 μM) and other fatty acids that are not activators of RhoA/ROCK (25–
100 μM). Gene expression was analyzed by quantitative real-time PCR, and fibulin protein
levels were analyzed by western blotting and ELISA. Simvastatin induced a significant
increase in mRNA and protein levels of fibulin-2 at 24 hours of incubation (p<0.05), but it did
not affect fibulin-1, -4, and -5 expression. Mevalonate and GGPP were able to reverse sim-
vastatin’s effect, while FPP did not. In addition, Y-27632, but not NSC23766, significantly
increased fibulin-2 expression. Furthermore, activation of the RhoA/ROCK pathway with
arachidonic acid decreased fibulin-2 mRNA. Simvastatin increased mRNA levels and pro-
tein expression of the ECM protein fibulin-2 through a RhoA and Rho-Kinase-mediated
pathway. This increase could affect the composition and structure of the ECM.
Introduction
Atherosclerosis, the primary underlying cause of cardiovascular diseases, is a systemic disease
of the arterial wall that leads to plaque development[1, 2]. During the progression of athero-
sclerosis, the structure, abundance, and composition of the arterial wall extracellular matrix
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(ECM) are deeply affected[3]. Moreover, the progression of plaque can lead to a so-called vul-
nerable-type plaque, characterized by a thin fibrous cap and intraplaque neovascularization
and hemorrhage[4, 5] among other factors. The breakdown of ECM components (collagen,
elastin, and others) by extracellular proteases in atherosclerotic plaques promotes fibrous cap
thinning and destabilization[6, 7], which has been associated with major adverse clinical out-
comes[8], such as myocardial infarction and stroke[4, 9, 10]. Intraplaque neovascularization is
characterized by new immature and thin-walled micro-vessels derived from the adventitial
vasa vasorum. The consequence of this reduced wall structure is a fragile network of new ves-
sels that can easily rupture, causing intraplaque hemorrhage[11]. Furthermore, an increased
density of these immature micro-vessels has been identified at the shoulders of atherosclerotic
lesions where rupture is more frequently described[12–14].
Fibulins are a family of seven proteins that are important components of the ECM[15, 16],
basement membranes[17] and elastic matrix fibers[18]. Exhibiting an extensive array of pro-
tein–protein interactions, fibulins act as intermolecular bridges between ECM components,
connecting various supramolecular structures. Fibulins participate in the correct assembly of
elastin and microfibrils to form elastic fibers. For instance, fibulin-1 and -2 bind to tropoelastin
and proteoglycans, and fibulin-5 binds to tropoelastin and elastin fibers[19, 20]. Moreover,
fibulin-2 binding to fibronectin and collagen in the basement membrane has been described
[21]. Therefore, fibulins have an important structural function in the arterial wall and in differ-
ent types of connective tissues. The dysregulation of certain fibulins occurs in a range of
human disorders[22–27]. Moreover fibulin-2 has been shown to colocalize with versican and
hyaluronan in in murine vascular atherosclerotic lesions[28].
Statins comprise a class of hypocholesterolemic agents used in people with or at risk for car-
diovascular disease. They lower cholesterol by inhibiting HMG-CoA reductase, but in addition,
statins have a wide range of pleiotropic effects[29–31], including the stabilization of atheroscle-
rotic plaques[32, 33]. In this regard, it has been shown that statin therapy in animal models
modifies the biology of the atherosclerotic plaque and increases its stability[34]. Moreover, col-
lagen and fibrotic content of plaques significantly increases in patients receiving statin treat-
ment, conferring resistance to rupture and plaque stabilization[35–39]. Some of these non-
lipid related actions may be explained by the inhibition of several intracellular pathways,
including kinases and small G proteins [30, 40, 41]. Statins inhibit posttranslational modifica-
tions of GTPases such as RhoA and Rac1 through the inhibition of isoprenoid intermediates of
the cholesterol pathway, such as farnesyl pyrophosphate (FPP) and geranylgeranyl pyrophos-
phate (GGPP) [40]. RhoA function is regulated through the activation of the Rho-kinase
(ROCK) pathway, which is also inhibited by statins and can be activated by arachidonic acid
(AA), a polyunsaturated omega-6 fatty acid[42, 43], but not by other types of fatty acids.
The effect of statins on the expression of fibulin family members has not yet been examined.
Therefore, the aim of our study was to evaluate whether simvastatin could modify the expres-
sion of 4 ECM fibulin family (fibulin-1, -2, -4, and -5) in human coronary artery smooth mus-
cle cells (SMCs). Our results indicate that simvastatin increases the expression of fibulin-2 in
human coronary artery SMCs through a RhoA/ROCK-dependent mechanism.
Methods
Reagents
Medium 231, smooth muscle growth supplement (SMGS) and gentamicin/amphotericin B
solution were purchased from Cascade Biologics (Madrid, Spain). Simvastatin sodium salt was
purchased from Calbiochem (Darmstadt, Germany). GGPP, FPP and fatty acids [palmitic
(PA), oleic (OA), linoleic (LA), AA, eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA)]
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were purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). Y-27632 dihydrochloride and NSC
23766 were purchased from Tocris Bioscience (Bristol, United Kingdom). Dimethyl sulfoxide
(DMSO) was purchased fromMerck (Darmstadt, Germany).
Human coronary artery smooth muscle cell culture
Three different lots of human coronary artery SMCs were purchased from Cascade Biologics
(4C0915, 4C1284, and 886619). The donor for lot number 4C0915 was a 19-year-old male; for
lot number 4C1284, a 21-year-old male; and for lot number 886619, a 36-year-old woman. The
cells were cultured in medium 231 (HEPES + bicarbonate) supplemented with SMGS (fetal
bovine serum (4.9% v/v), human fibroblast grow factor (2 ng/ml), human epidermal grow fac-
tor (0.5 ng/ml), heparin (5 ng/ml), insulin (5 μg/ml) and bovine serum albumin (0.2 μg/ml))
and gentamicin/amphotericin B solution at a density of 2500 cells/cm2 according to the manu-
facturer’s protocol. Cells were grown at 37°C under a humidified atmosphere and 5% CO2. The
experiments were performed when cells had grown to 80–90% confluence. The experiments
were reproduced using the three different lots of cells. The lot of cells used in each experiment
is stated in the Figure Legend of each Figure.
Effect of simvastatin on fibulins
Human coronary artery SMCs were incubated with a wide range of concentrations of simva-
statin (0.05, 0.1, 0.5, 1 μM) for 6 or 24 hours. Depending on the objective of the experiments,
cells were used for either total RNA or protein extraction. Cells incubated with vehicle alone
(untreated cells) were designated as control.
Effect of mevalonate, GGPP, FPP, NCS 23766 and Y-27632 on fibulin-2
mRNA expression
Human coronary artery SMCs were pre-incubated for 2 hours with mevalonate (100 and
200 μM), GGPP (15 μM), and FPP (15 μM), and with the Rho kinase inhibitor Y-27632 (10,
15, 20 μM), and the Rac-1 inhibitor (another member of Rho family) NSC23766 (100 μM) for
24 hours. After incubation, cells were used for total RNA isolation. Cells incubated with vehicle
alone (untreated cells) were designated as control. In some cases the culture media was kept at
-80°C for fibulin 2 protein determination.
Preparation of Fatty acid (FA) sodium salt and FA-BSA complex
Preparation was made with some modifications according to the method of Wu et al.[44] Ten
milligrams of each FA were mixed with 0.5 ml EtOH and 5 M NaOH in a 1:1 ratio volume of
FA to NaOH. The mixture was dried under nitrogen gas until the FA sodium salt formed. The
salt was then dissolved in 2 ml sterile water (stock solutions of FA). To avoid FA oxidation,
1 μMBHT was added to the FA stock solutions. Stock solutions of FA complexed to BSA were
made by mixing FA and 5 mM BSA in a 3:1 ratio of FA to BSA. The FA-BSA solution was ster-
ile-filtered and used fresh.
Effect of FA-BSA on fibulin-2 mRNA expression
Human coronary artery SMCs were incubated with FA-BSA at 25, 50 or 100 μM for 24 h. The
fatty acids used were PA, OA, LA, AA, EPA and DHA. Cells were used for total RNA extrac-
tion. Cells incubated with vehicle alone (untreated cells) were designated as control.
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Cytotoxicity
The potential cytotoxic effect of all compounds on human coronary artery SMCs was assessed
by lactate dehydrogenase (LDH) release in the culture medium using the CytoTox 96 Non-
Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega; Madrid, Spain) following the manufacturer’s
instructions and by observing cellular morphology (Olympus IX71; Barcelona, Spain). We did
not observe any cytotoxic effect of the compounds used at the concentrations and times
described.
RNA isolation
Cells were lysed in lysis buffer, and total RNA was isolated from the cells using the ABI PRISM
6100 Nucleic Acid PrepStation (Life Technologies; Madrid, Spain) following the manufactur-
er’s instructions. The absorbance at 260 nm was used to measure the RNA concentration, and
the 260/280 nm absorbance ratio was used to analyze RNA quality.
Quantitative real-time polymerase chain reaction
A total of 0.5 μg RNA was reverse transcribed to cDNA using Random Hexamers and Super-
Script II (Life Technologies) following the manufacturer’s protocol. Taqman primers and
probes for fibulin-1, -2, -4 and -5, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and
18s were obtained from validated and pre-designed Gene Expression Assays (Life Technolo-
gies) and were used in real-time polymerase chain reaction (rtPCR) amplifications. mRNA
expression for each gene and sample was calculated using the recommended 2-ΔΔCt method.
The control group (untreated cells) was defined as the calibrator in this experiment. GAPDH
and 18s were used as housekeeping genes to normalize the results of the gene of interest.
Fibulin protein extraction and quantification
The culture plates were placed on ice and the medium was removed and kept at -80°C. Next,
the plates were washed with phosphate buffered saline (PBS). Then, 800 μl of PBS was added,
and the cells were scraped from the surface of the culture plates with a cell filter and centrifuged
at 1500 rpm for five minutes at 4°C. The supernatant was discarded. A total of 100 μl hypotonic
buffer was added, and the samples were passed through a syringe with a 26½ G needle. Next,
the samples were centrifuged at 16,000 x g for 10 minutes at 4°C. The supernatant, now con-
taining cytoplasmic extracts, was stored at -80°C. For protein quantification, a Qubit Fluorom-
eter (Life Technologies) was used.
Secreted fibulin-2 in the cell medium was determined by commercial ELISA kits (Uscn Life
Science, Inc.), according to the instructions.
Western blotting
Human coronary artery SMCs were cultured as previously described and incubated with sim-
vastatin at concentrations of 0.05–1 μM for 6 or 24 hours. For fibulin-1 and fibulin-2, cell
extracts were denatured in 20X Tris-Acetate SDS Running Buffer, separated on Novex 3–8%
Tris-Acetate gels (Life Technologies) and transferred to nitrocellulose membranes (0.45 μM).
This procedure was also followed for fibulin-2 determination in the cell medium prior to con-
centration of the samples with Amicon 10K centrifugal filters (Millipore). For fibulin-5, cell
extracts were denatured in 20X MOPS SDS Running Buffer, separated on Novex 10% Bis-Tris
gels (Life Technologies) and transferred to nitrocellulose membranes (0.22 μM). The mem-
branes were blocked in 1X Tris-buffered saline (TBS), 0.1% Tween and 4% ECL advance
(Western blotting detection kit (GE Healthcare; Barcelona, Spain)) for 1 hour, washed in 1X
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TBS and incubated with fibulin-1 and -5, actin (1:500) (Santa Cruz Biotechnology; Heidelberg,
Germany) or fibulin-2 (1:500) (Novus biologics; Cambridge, United Kingdom) antibodies
overnight at 4°C with continuous shaking. After further washing in 10% 1x TBS, 1% SDS and
0.5% Nonidet P-40, the blots were incubated for 30 minutes with secondary anti-goat P-0049
antibodies (1:10,000) (DACO; Barcelona, Spain) for fibulin-1, fibulin-5, and actin and with sec-
ondary anti-rabbit P-0048 antibodies (1:10,000) (DACO) for fibulin-2. Bands were visualized
using ECL reagents (Life Technologies) with Versadoc (Bio Rad; Barcelona, Spain), normalized
to actin expression and quantified with Quantity One Analysis Software version 4.6.2.
Statistical analysis
All of the results are expressed as the Mean ± Standard Error of the Mean (SEM). The number
of independent experiments conducted for each result is stated in the Figure Legends. Statisti-
cal analyses were performed using one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Dunett
post-test correction for multiple comparisons. Differences were considered significant at
p<0.05. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software (San Diego, Cali-
fornia, USA) version 5.01.
Results
Effect of simvastatin on fibulin expression
Six hours after simvastatin treatment, fibulin-1, -2, -4, and -5 mRNA levels were unchanged
(S1 Fig). However, after 24 hours of treatment, simvastatin produced a significant increase in
fibulin-2 mRNA levels in human coronary artery SMCs compared to controls (Fig 1). The low-
est simvastatin concentration showing a significant effect was 0.1 μMwith a 1.7-fold increase
in fibulin 2 mRNA levels. The maximum effect of simvastatin was at 1 μMwith a 2.9-fold
increase. In addition to increasing fibulin-2 mRNA expression, simvastatin treatment also
increased fibulin-2 protein expression. We quantified western blot band intensity and normal-
ized them to actin expression and found a significant increase with a maximum effect also at a
concentration of 1 μMwith a 2.1-fold increase (Fig 1). In contrast, mRNA and protein levels of
fibulin-1, -4, and -5 did not change, after 24 hours of simvastatin treatment (S1 and S2 Tables).
Mevalonate reverses simvastatin-induced fibulin 2 expression
By inhibiting HMG-CoA reductase, statins cause a depletion of mevalonate in the cells. To
determine whether this depletion was involved in simvastatin increase of fibulin 2 expression,
we incubated human coronary artery SMCs with simvastatin alone (1 μM) or in combination
with mevalonate. We found that pre-incubating the cells for 2 hours with increasing concentra-
tions of mevalonate (100, 200 μM), completely and significantly reversed the simvastatin-
dependent induction of fibulin 2 mRNA and protein (Fig 2), confirming the specificity of sim-
vastatin’s effect. Mevalonate alone did not affect fibulin 2 mRNA or protein expression. Fur-
thermore, we showed that mevalonate alone or in combination with simvastatin did not affect
fibulin -1, -4, or -5 gene expression (S2 Fig).
Effect of simvastatin on secreted fibulin-2 expression
To determine whether the intracellular effects described above for fibulin-2 were valid for
secreted fibulin-2, the culture media of those experiments were analyzed by ELISA and western
blotting. We found that simvastatin (1 μM) significantly increased secreted fibulin-2 concen-
tration (Fig 3) after 24 h of incubation and that pre-incubating the cells with mevalonate
(200 μM), completely and significantly reversed the simvastatin-dependent induction of
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secreted fibulin protein (Fig 3). These results confirm the specificity of the effect of simvastatin
and provide evidence of the secretion of fibulin-2 by these cells. Mevalonate alone did not affect
soluble fibulin 2 expression.
Downstream isoprenoids are involved in simvastatin effect
Mevalonate is a precursor of isoprenoid compounds such as FPP and GGPP in the cholesterol
biosynthetic pathway. To evaluate which downstream isoprenoid was involved in fibulin 2
mRNA expression, we incubated human coronary artery SMCs with simvastatin alone or in
combination with one of the isoprenoids. We found that GGPP (15 μM) but not FPP (15 μM)
markedly reversed simvastatin-induced fibulin 2 mRNA expression, whereas the respective iso-
prenoids alone had no effect (Fig 4A). These results were specific for fibulin 2 because no
change in the mRNA levels of fibulin-1, -4, or -5 was observed after incubation of cells with iso-
prenoids alone or in combination with simvastatin (S3 Fig).
ROCK inhibitor Y-27632 upregulates fibulin 2 expression
Because ROCK is one of the major downstream targets of RhoA, we next evaluated in human
coronary artery SMCs the involvement of the RhoA/ROCK pathway on simvastatin-induced
fibulin-2 expression. As shown in Fig 4B, treatment of cells with the selective ROCK inhibitor
Y-27632 significantly increased fibulin-2 mRNA levels. We found that 24 h treatment with Y-
27632 at 10, 15 and 20 μM significantly increased fibulin-2 mRNA expression by 1.5, 2.6, and
2.3-fold, respectively. In contrast, treatment with the selective Rac-1 inhibitor NSC23766 had
no effect on fibulin-2 mRNA levels (Fig 4B). Again, this effect was specific for fibulin-2 because
incubation of cells with different concentrations of the ROCK inhibitor did not affect the
mRNA levels of any of the other fibulins tested (fibulin-1, -4, and -5) (S4 Fig).
Arachidonic acid, but not other FAs, decreases fibulin-2 gene expression
It is well known that AA, but not PA, OA, LA, EPA or DHA, activates the RhoA/ROCK
pathway. Therefore, we tested whether RhoA/ROCK pathway activation with increasing AA
concentrations affected fibulin 2 expression. As shown in Fig 5, AA produced a significant
decrease in fibulin-2 mRNA levels compared to controls. At 50 and 100 μM, we observed a
45% and 42% decrease, respectively. However, PA, OA, LA, EPA and DHA had no significant
effect on fibulin 2 mRNA expression at any of the concentrations used (S5 Fig).
Discussion
The main objective of the current study was to evaluate whether simvastatin treatment could
affect the expression of 4 fibulin family members (fibulin-1, -2, -4, and -5) and the mechanisms
involved. We have shown that 24 hours of simvastatin treatment of human coronary artery
SMCs upregulates intracellular and secreted fibulin-2 expression at both the mRNA and pro-
tein levels. This effect is specific to fibulin-2, as neither fibulin-1, -4 nor -5 were affected by sim-
vastatin treatment. Moreover, we have shown that the mechanism involved is a depletion in
Fig 1. Effect of simvastatin on fibulin-2 mRNA (A) and protein (B) levels in human coronary artery
SMCs.Cells were treated with simvastatin for 24 hours. Blot bands were normalized to actin and quantified
with Quantity One Analysis Software version 4.6.2. A representative Western blot is shown. The results are
shown as the mean with the standard error of the mean (SEM) for eight independent experiments in 1A (2
with cell lot number 4C0915, 3 with cell lot number 4C1284, and 3 with cell lot number 886619) and six
independent experiments in 1B (2 with cell lot number 4C0915, 2 with cell lot number 4C1284, and 2 with cell
lot number 886619). Comparisons were performed using ANOVA followed by Dunett post-test correction.
doi:10.1371/journal.pone.0133875.g001
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Fig 2. A: Effect of mevalonate on simvastatin-induced fibulin-2 mRNA levels in human coronary artery SMCs. Cells were preincubated for 2 hours
with mevalonate (100, 200 μM) and treated with simvastatin for 24 hours. B: Effect of mevalonate on simvastatin-induced fibulin-2 protein levels in human
coronary artery SMCs. Cells were preincubated for 2 hours with mevalonate (200 μM) and treated with simvastatin for 24 hours. Blot bands were normalized
to actin and quantified with Quantity One Analysis Software version 4.6.2. A representative Western blot is shown. The results are shown as the mean with
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the cells of mevalonate and GGPP. Simvastatin by inhibiting the rate-limiting enzyme in the
cholesterol synthesis pathway HMG-CoA reductase, decrease levels of these compounds which
are intermediates of the pathway. Because GGPP is also responsible for the posttranslational
activation of the small GTPase RhoA, the simvastatin-induced depletion of GGPP is linked to
an inhibition of RhoA and its effector ROCK. In addition, we observed that the inhibition of
ROCK was specific, as treatment with a ROCK inhibitor (Y-27632) increased fibulin-2 expres-
sion whereas treatment with a Rac inhibitor (NCS23766) did not. Furthermore, neither meva-
lonate nor GGPP, FPP, Y-27633, or NSC23766 affect the expression of fibulins -1, -4 or -5. We
also found that the induction of RhoA/ROCK pathway with AA decreased fibulin-2 expression,
while other fatty acids (PA, OA, LA, EPA and DHA) that don’t induce the pathway, had no
effect on fibulin 2 expression. To our knowledge, the simvastatin-induced increase in fibulin-2
expression reported here is a novel non-lipid related effect of simvastatin. Because simvastatin
is a lipophilic statin, extrapolation of our results to hydrophilic statins would be just specula-
tion. Therefore, new experiments should be performed with this type of statins to confirm
these results.
Statins primarily protect against coronary disease by reducing lipid levels. However, pleio-
tropic effects of statins can further protect patients on statin therapy. These effects are well
characterized and include improvement in endothelial dysfunction, increased nitric oxide bio-
availability, antioxidant properties, reduction of blood thrombogenicity, and inhibition of pro-
inflammatory responses[29–31].
Fibulin 2 has important features in connection with atherosclerosis. It is an important com-
ponent of the vascular ECM and can influence the organization and structure of the vascular
wall[45–48] by binding to matrix components such as proteoglycans, fibronectin, fibrillin, and
laminins [17, 45, 46, 49–51]. Additionally, fibulin 2 can bind to tropoelastin and to fibrillin-1,
suggesting that it may act as an anchor for elastin to microfibrils[18, 48, 52]. Moreover, it has
been shown in murine models that fibulin-2 is expressed in SMC-rich regions of atheroscle-
rotic lesions, where it colocalizes with versican and hyaluronan[28]. Moreover, it has been
shown that thinning of the plaque fibrous cap and the presence of immature intraplaque
neovessels are key events in the transformation of atherosclerotic plaques to a vulnerable phe-
notype, thus contributing to the onset of complications[53]. In this regard, an important pleio-
tropic effect of statins is the improvement in the characteristics that stabilizes atherosclerotic
plaques[37, 39]. For instance, 12-month treatment of patients with atorvastatin has resulted in
significant increases in the fibrotic content of the plaque [36]. Immunohistochemistry studies
of human carotid plaques have shown that patients on pravastatin have plaques with a signifi-
cant higher collagen content [35]. Moreover, 9-month statin treatment after acute myocardial
infarction significantly increased the fibrous-cap thickness in patients with hyperlipidemia[38].
But fibulin-2 not only is a scaffold protein, there is also evidence that it has a regulatory func-
tion because it can modify SMCmigration[28, 51]. Moreover, it has been proposed that
changes in fibulin-2 structure or levels may partially control systolic blood pressure[54]. Over-
all, the role of fibulin-2 in the atherosclerotic process needs to be clarified with more studies.
We describe a mechanism that has been widely reported as a mode of action of statins.
One example related to the stabilization effect of statins is that statins inhibit MMP-2 and
MMP-9 secretion through the suppression of RhoA activation and Rab prenylation, respec-
tively[55, 56]. Statins inhibit the isoprenylation of small G-proteins by inhibiting the synthesis
the standard error of the mean (SEM) for twelve independent experiments in 2A (2 with cell lot number 4C0915, 4 with cell lot number 4C1284, and 6 with cell
lot number 886619) and six independent experiments in 2B (2 with cell lot number 4C0915, 2 with cell lot number 4C1284, and 2 with cell lot number 886619).
Comparisons were performed using ANOVA followed by Dunett post-test correction.
doi:10.1371/journal.pone.0133875.g002
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Fig 3. Effect of simvastatin andmevalonate in secreted fibulin 2 expression in culture medium from
human coronary artery SMCs. Cells were preincubated for 2 hours with mevalonate (200 μM) and treated
with simvastatin for 24 hours. Blot bands were normalized to actin and quantified with Quantity One Analysis
Software version 4.6.2. A representative Western blot is shown. The results are shown as the mean with the
standard error of the mean (SEM) for four independent experiments in 3A (1 with cell lot number 4C1284 and
3 with cell lot number 886619) and three independent experiments in 2B with cell lot number 886619.
Comparisons were performed using ANOVA followed by Dunett post-test correction.
doi:10.1371/journal.pone.0133875.g003
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Fig 4. Effect of GGPP and FPP (A) and the ROCK inhibitor Y-27632 and Rac inhibitor NCS23766 (B) on
simvastatin-induced fibulin-2 mRNA levels in human coronary artery SMCs.Cells were incubated with
simvastatin and isoprenoids or with the inhibitors for 24 hours. The results are shown as the mean with the
standard error of the mean (SEM) for twelve independent experiments in both A and B (2 with cell lot number
4C0915, 4 with cell lot number 4C1284, and 6 with cell lot number 886619). Comparisons were performed
using ANOVA followed by Dunett post-test correction. FPP: farnesyl pyrophosphate, GGPP: geranylgeranyl
pyrophosphate.
doi:10.1371/journal.pone.0133875.g004
Simvastatin Increases Fibulin-2 Expression
PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0133875 July 24, 2015 11 / 16
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
ESTUDI GENÈTIC D’ASSOCIACIÓ DE FIBULINES I HIPERTENSIÓ ARTERIAL I REGULACIÓ FARMACOLÒGICA DE LA SEVA EXPRESSIÓ. 
Noemí Serra Encinas 
Dipòsit Legal: T 318-2016
of important isoprenoids, which prevents the attachment of the small G-proteins to the cell
membrane, thereby inhibiting their ability to transduce signals through MAPK pathways.
In conclusion, the simvastatin-induced upregulation of fibulin-2 expression may affect the
composition and structure of the ECM. Whether this effect has a beneficial impact on athero-
sclerosis plaque characteristics needs further investigation.
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S1 Fig. Effect of simvastatin on fibulin-1, -2, -4 and -5 mRNA levels in human coronary
artery SMCs. Cells were treated with simvastatin for 6 hours. The results are shown as the
mean with standard error of the mean for three independent experiments. Comparisons were
performed using ANOVA followed by Dunnett post-test correction.
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S2 Fig. Effect of mevalonate and simvastatin on fibulin-1, -4, and -5 mRNA levels in
human coronary artery SMCs. Cells were pre incubated for 2 hours with mevalonate
(100 μM) and treated with simvastatin (1μM) for 24 hours. The results are shown as the mean
with the standard deviation for at least three independent experiments. Comparisons were per-
formed using ANOVA followed by Dunett post-test correction.
(DOCX)
S3 Fig. Effect of FPP, GGPP, and simvastatin on fibulin-1, -4, and -5 mRNA levels in
human coronary artery SMCs. Cells were incubated with simvastatin (1μM) and isoprenoids
(15μM) for 24 hours. The results are shown as the mean with the standard deviation for at least
three independent experiments. Comparisons were performed using ANOVA followed by
Dunett post-test correction. FPP: farnesyl pyrophosphate, GGPP: geranylgeranyl pyrophos-
phate, Simv: simvastatin.
(DOCX)
S4 Fig. Effect of the ROCK inhibitor Y-27632 and Rac inhibitor NCS23766 on fibulin-1, -4,
and -5 mRNA levels in human coronary artery SMCs. Cells were incubated with the
Fig 5. Effect of AA on fibulin-2 mRNA levels in human coronary artery SMCs.Cells were treated with AA
for 24 hours. The results are shown as the mean with the standard error of the mean (SEM) for three
independent experiments (2 with cell lot number 4C0915 and 1 with cell lot number 4C1284). Comparisons
were performed using ANOVA followed by Dunett post-test correction. AA: arachidonic acid.
doi:10.1371/journal.pone.0133875.g005
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inhibitors for 24 hours. The results are shown as the mean with the standard deviation for at
least three independent experiments. Comparisons were performed using ANOVA followed
by Dunett post-test correction.
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3.1. Estudi d’associació dels gens de la FBLN1 i FBLN5 amb 
la pressió arterial 
 
3.1.1. Freqüències genotípiques i al·lèliques de FBLN1 i FBLN5. 
 
En l’anàlisi dels SNPs del gen de la FBLN 1 s’observa que no hi ha 
diferències significatives en les freqüències genotípiques i al·lèliques dels 
pacients hipertensos respecte els control en el rs9682 i en el cas del 
rs7510719 cap individu presenta aquest SNP. Tampoc s’observen 
diferències significatives en els SNPs de FBLN5 escollits. 
 
 
FBLN1 
 
 
 
SNP  
AA Aa aa MAF 
 Allele 
Freq. 
Genot. 
Freq. 
  nombre (percentatge) %  P valor 
         
  CC CT TT T    
FBLN1-e9 
rs9682 
controls 109(32,6) 182(54,5) 43(12,9) 0,4 
 
 0,07 
HTA 151(34,6) 207(47,4) 79(18,1) 0,4 
 
  GG       
FBLN1-e41 
rs7510719 
Controls 334(100)   0 
 
  
HTA 439(100)   0 
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FBLN5 
 
 
 
3.1.2. Associació dels SNPs de les fibulines-1 i -5 amb PAS, PAD, 
HTA i IMT  
 
Els resultats obtinguts de l’anàlisi de la variància (ANOVA) no presenten 
associació de cap dels  SNPs estudiats amb les variables relacionades 
amb la pressió arterial ni amb la mitjana de la IMT de les caròtides dreta i 
esquerra. 
 
 
SNP  
AA Aa aa MAF 
 Allele 
Freq. 
Genot. 
Freq. 
  nombre (percentatge) %  P valor 
         
  AA AG GG G    
FBLN5-p 
rs2474030 
controls 82(24,9) 171(52) 76(23,1) 0,49 
 
0,79 0,9 
HTA 110(25) 234(53,2) 96(21,8) 0,48 
 
  GG AG AA A    
FBLN5-i41 
rs2430363 
Controls 92(27,5) 172(51,5) 70(21) 0,47 
 
0,5 0,36 
HTA 139(31,7) 205(46,7) 95(21,6) 0,45 
 
  TT CT CC C    
FBLN5-i42 
rs2284340 
controls 138(41,7) 142(42,9) 51(15,4) 0,37 
 
0,36 0,16 
HTA 182(41,7) 206(47,2) 48(11) 0,35 
 
  CC CT TT T    
FBLN5-e9 
rs2430347 
Controls 177(53) 124(37,1) 33(9,9) 0,28 
 
0,23 0.17 
HTA 238(54,7) 170(39,1) 27(6,2) 0,26 
 
  CC CT TT T    
FBLN5-i10 
rs2267989 
controls 104(31,1) 169(50,6) 61(18,3) 0,44 
 
0,35 0,55 
HTA 153(34,9) 210(47,8) 76(17,3) 0,41 
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
ESTUDI GENÈTIC D’ASSOCIACIÓ DE FIBULINES I HIPERTENSIÓ ARTERIAL I REGULACIÓ FARMACOLÒGICA DE LA SEVA EXPRESSIÓ. 
Noemí Serra Encinas 
Dipòsit Legal: T 318-2016
 -122- 
FBLN1 
SNP                                                P valor 
 
 
FBLN1-e9 
rs9682 
PAS 0,219 
PAD 0,192 
HTA 0,457 
IMT 0,723 
 
FBLN5 
 
SNP                                               P valor 
 
 
FBLN5-p 
rs2474030 
PAS 0,710 
PAD 0,674 
HTA 0,347 
IMT 0,700 
 
 
 
FBLN 5-i41 
rs2430363 
PAS 0,534 
PAD 0,495 
HTA 0,460 
IMT 0,825 
 
 
 
FBLN5-i42 
rs2284340 
PAS 0,361 
PAD 0,694 
HTA 0,198 
IMT 0,087 
 
 
 
FBLN5-e9 
rs2430347 
PAS 0,988 
PAD 0,533 
HTA 0,773 
IMT 0,956 
 
 
 
FBLN5-i10 
rs2267989 
PAS 0,450 
PAD 0,959 
HTA 0,231 
IMT 0,802 
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3.2. Efectes in vitro de fàrmacs hipotensors (lisinopril i 
amlodipina) sobre l’expressió gènica i proteica de les 
fibulines-1, -2, -4 i -5  
 
 
3.2.1. Efecte del lisinopril sobre l’expressió gènica de les fibulines-
1, -2, -4 i -5 
 
 
24 hores després del tractament amb lisinopril s’observa que l’expressió 
gènica de les fibulines-1, -2 i -4 disminueix de forma dosi-depenent en 
HCASMC si ho comparem amb els controls. Els resultats obtinguts 
mostren una disminució a la concentració de 50 µM d’un 17%, 26% i 
15% i a la concentració 150 µM d’un 22%, 36% i 42% respectivament. 
D’altra banda no vam observar cap efecte sobre l’expressió de fibulina-5 
a les concentracions estudiades.  
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Representació gràfica dels resultats obtinguts  sobre l’expressió gènica de les 
fibulines-1, -2 i -4 a partir de l’ incubació durant 24h de diferents dosis de 
lisinorpil. Els resultats representen la mitjana de quatre experiments fets per 
duplicat. *p<0.05 vs control 
 
3.2.2. Efecte del lisinopril sobre l’expressió proteica de les fibulines 
-1, -2, -4 i -5 
 
Mitjançant l’anàlisi per western blot s’observa que a nivell proteic la 
fibulina-1 i la -2 presenten una tendència  a disminuir la seva expressió, a 
50 µM  d’un 23% i 21% i a 150 µM del 43% i 24 % respectivament. En 
aquest cas també s’observa que l’expressió proteica de la fibulina-5 no 
mostra cap canvi a les concentracions de lisinopril emprades.  
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Efecte sobre l’expressió proteica de les  fibulines-1, -2 i -5, a partir de l’incubació 
de HCASMCs amb lisinopril a concentracions creixents (50-150 µM) durant 24h. 
Els resultats representen la mitjana de tres experiments fets per duplicat. *p<0.05 
vs control 
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3.2.3. Efecte de l’amlodipina sobre l’expressió gènica de les 
fibulines-1, -2, -4 i -5 
 
En els resultats obtinguts en l’expressió de les HCASMC incubades amb 
les concentracions d’amlodipina 5 i 10 µM durant 24h, podem observar 
que no es produeix canvis en els nivells de mRNA de les fibulines 
estudiades, a les concentracions escollides. 
 
 
Representació gràfica dels resultats obtinguts de l’incubació amb amlodipina 5 i 10 µM 
durant 24h.  
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3.3. Efecte in vitro dels àcids grassos sobre l’expressió gènica 
i proteica de les fibulines-1, -2, -4 i -5  
 
3.3.1. Efecte dels àcids grassos sobre l’expressió gènica de les 
fibulines-1, -4 i -5 
 
Després d’incubar durant 24h les HCASMC a les concentracions de 25, 
50 i 100 µM amb els diferents àcids grassos escollits ( palmític (PA), oleic 
(AO), linoleic (LA), araquidònic (AA), eicosapentanoic (EPA) i 
docosahexanoic (DHA)), no s’han trobat diferències significatives en les 
expressions gèniques de les fibulines-1, -4 i -5. 
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Representació gràfica dels nivells de mRNA de les fibulines-1, -4 i -5 a partir de 
l’incubació amb PA,OA, LA, AA, EPA i DHA a 25,50 i 100 µM durant 24h. Els 
resultats representen la mitjana de tres experiments fets per duplicat. 
 
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
ESTUDI GENÈTIC D’ASSOCIACIÓ DE FIBULINES I HIPERTENSIÓ ARTERIAL I REGULACIÓ FARMACOLÒGICA DE LA SEVA EXPRESSIÓ. 
Noemí Serra Encinas 
Dipòsit Legal: T 318-2016
Resultats 
-129- 
3.3.2. Efecte dels àcids grassos sobre l’expressió proteica de les 
fibulines-1, -2 i -5 
 
 
Mitjançant l’anàlisi per western blot  no s’observa cap efecte dels àcids 
grassos PA, OA, LA, AA, EPA i EPA  sobre l’expressió proteica de  les 
fibulines -1, -2 i -5  en HCASMC a les 24h d’ncubació i a les 
concentracions estudiades.  
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Representació gràfica de l’expressió proteica de les fibulines-1, -2 i -5 a partir de 
l’incubació amb PA,OA, LA, AA, EPA i DHA a 25, 50 i 100 µM  durant 24h. Els 
resultats representen la mitjana de tres experiments fets per duplicat. *p<0.05 vs 
control 
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4. RESUM DE RESULTATS 
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4.1. Two variants in the fibulin 2 gene are associated with 
lower systolic blood pressure and decreased risk of 
hypertension. 
 
En l’estudi d’associació de gens candidats s’observa que dels quatre 
SNPs escollits n’hi ha dos (rs3732666 (exò2) i rs1061376 (exò18)) que 
presenten una associació amb la HTA. 
 
 
4.1.1 Freqüències  al·lèliques i genotípiques 
 
Els pacients hipertensos presenten una freqüència de l’al·lel menor (G) 
del rs3732666 significativament més baixa comparat amb el grup control 
(0,19 vs 0,24; p=0,024) de manera que constitueix un al·lel protector. La 
odds ratio (OR) de hipertensos per aquest al·lel és de 0,75 (p=0,022).  
Pel que fa a les freqüències genotípiques, l’agrupació dels genotips 
portadors de l’al·lel G (GG i AG) mostren una freqüència menor en 
hipertensos que en controls (p=0,022). 
D’altra banda, pel cas del rs1061376 les freqüències al·lèliques no són 
diferents, a diferència de les genotípiques que mostren una disminució 
significativa del genotip TT en el grup d’hipertensos (7,7%) comparat 
amb els controls (13,8%), p=0,024. De manera que T també és protector 
davant la HTA. 
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4.1.2. Associació de rs3732666 (exò2) amb  PAS, PAD i HTA 
 
El coeficient  de  la regressió lineal del model corregit per factors de 
confusió i interaccions de primer grau, mostra que els portadors de 
l’al·lel G (AG+GG) respecte als homozigots AA presenten valors 
significativament menors de PAS( -3,6; p=0,048). Aquest efecte presenta 
una interacció significativa del rs3732666 amb l’edat (p=0,003). 
S’observa que l’efecte de ser portador de l’al·lel G sobre la PAS 
disminueix amb l’edat. Si analitzem per franges d´edat l’efecte és 
significatiu en els grups més joves, de manera que als 35 i 45 anys els 
valors de  són -6,83 i -5,94 mmHg (p=0,026 i p=0,009) respectivament. 
Aquest efecte es perd en incrementar l’edat, ja que als 55 i 65 anys els 
valors són de -3,37 i 0,15 mmHg respectivament. A més s’observa que 
els portadors de l’al·lel G tenen una disminució significativa de les odds 
ratio de HTA (0,71; p=0,021). En aquest cas observem una interacció 
significativa del SNP amb l’edat (p=0,02). Aquest SNP no presenta cap 
associació significativa amb la PAD. 
 
4.1.3. Associació de rs1061376 (exò18) amb PAS, PAD i HTA  
 
El coeficient de la regressió lineal del model corregit per factors de 
confusió i interaccions de primer grau, mostra que els homozigots TT 
respecte als homozigots CC presenten valors significativament menors 
de PAS ( -7,91; p=0,008) i de PAD ( -3,69; p=0,015). No s’observa 
efectes significatius pels heterozigots CT. A més s’observa que els 
homozigots TT tenen una disminució significativa de la OR per la HTA 
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(0,47; p=0,008) si es comparen amb els homozigots CC. Els heterozigots 
CT no presenten efectes significatius. 
 
4.1.4. Associació de rs3732666 i rs1061376 amb IMT 
 
Pel rs3732666, l’anàlisi per regressió lineal múltiple ens indica que la 
presència de l’al·lel G és un predictor independent de IMT en la caròtida 
dreta ( 0,0037; p=0,027).Tot i no ser significativa també s’observa una 
disminució de la IMT en la caròtida esquerra dels portadors de l’al·lel G. 
Pel rs1061376, tot i no ser significatius, els valors de IMT en la caròtida 
dreta i l’esquerra dels homozigots TT eren menors si els comparem amb 
els homozigots CC. 
 
 
4.2. Simvastatin increases fibulin-2 expression in human 
coronary artery smooth muscle cells via rhoa/rho-kinase 
signaling pathway inhibition.   
 
En aquest estudi s’observa un augment dels nivells gènics i proteics de la 
fibulina-2 en HCASMC incubades amb simvastatina produïts per la 
inhibició de la via RhoA/ROCK. 
 
4.2.1. Efecte de la simvastatina sobre l’expressió de fibulina-2 
 
24 hores després del tractament amb concentracions creixents de 
simvastatina s’observa que l’expressió gènica de la fibulina-2 augmenta 
significativament en HCASMC. Els resultats obtinguts mostren un 
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augment dels nivells de mRNA respecte al control de 1,7 vegades a la 
concentració de 0,1 µM i de 2,9  a la concentració 1 µM. Aquest efecte 
en l’expressió gènica també s’observa a nivell proteic. Els resultats 
mitjançant western blot i normalitzats per actina mostren un augment de 
l’expressió de fibulina-2 de 2,1 vegades a la concentració de 1 µM. A 
més, la preincubació de les cèl·lules amb mevalonat (200 µM) reverteix 
completament i de forma significativa l’efecte de la simvastatina tant a 
nivell gènic com a nivell proteic de manera que la ruta de la síntesi de 
colesterol està implicada en l’efecte de la simvastatina. Aquests efectes de 
la simvastatina i del mevalonat a nivell de fibulina-2 intracel·lular es 
corroboren a nivell de fibulina-2 extracel·lular, de manera que la 
simvastatina augmenta els nivells de fibulina-2 secretada i el mevalonat 
en reverteix l’efecte totalment. 
 
També observem com el GGPP (15 µM), però no el FPP (15 µM), 
reverteix significativament l’efecte de la simvastatina sobre l’expressió 
gènica de fibulina-2. Aquests resultats ens indiquen que la via dels 
isoprenoides , concretament la via del GGPP, és la responsable dels 
canvis d’expressió de fibulina-2 induïts per la simvastatina. Com GGPP 
és el responsable de l’activació post-translacional de la GTPasa RhoA, la 
disminució de GGPP induïda pel tractament amb simvastatina està 
relacionada amb la inhibició de RhoA i en conseqüència afecta ROCK. 
Així doncs, s’observa que la inhibició és específica de ROCK, el 
tractament amb un inhibidor específic de ROCK (Y-27632) a les 
concentracions de 10, 15 i 20 M presenta un increment dels nivells de 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
ESTUDI GENÈTIC D’ASSOCIACIÓ DE FIBULINES I HIPERTENSIÓ ARTERIAL I REGULACIÓ FARMACOLÒGICA DE LA SEVA EXPRESSIÓ. 
Noemí Serra Encinas 
Dipòsit Legal: T 318-2016
 -136- 
mRNA de fibulina-2 de 1.5, 2.6 i 2.3 respectivament, mentre el 
tractament amb un inhibidor de Rac-1 (NCS23766) no afecta. 
 
D’altra banda demostrem que la activació de la via RhoA/ROCK per 
AA disminueix l’expressió de fibulina-2 mentre altres àcids grassos (PA, 
OA, LA, EPA i DHA) que no indueixen la via, no tenen efecte sobre 
l’expressió de fibulina-2. 
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La HTA és un problema de salut comú que afecta el 25% de la població 
adulta en les societats industrialitzades i és el major factor de risc d’ infart 
de miocardi i accident cardiovascular[191]. És un trastorn cardiovascular 
caracteritzat per una alteració del to vascular on el remodelatge vascular 
hi juga un paper molt important. Aquest remodelatge està associat a 
canvis bioquímics i fisiològics caracteritzats per un excés de contracció, 
creixement i proliferació de les CML[191] i diferents graus d’inflamació en 
la paret arterial.  
 
La proliferació i  migració de les CML des de la media cap a l’íntima i la 
inflamació de la paret participen en una varietat de trastorns vasculars i 
contribueixen a la progressió de malalties com l’arteriosclerosi.  
 
En la remodelació arterial el paper de la MEC és fonamental. Els canvis 
que es produeixen en la qualitat i quantitat dels seus components 
expliquen les alteracions en l'estructura  i funció de la MEC en la 
HTA[74].  Alguns d’aquests components que formen la MEC són 
glicoproteïnes, on trobem entre les més abundants molècules com les 
laminines, fibronectina i elastina, però d’altra banda altres grups de 
proteïnes de menor tamany que actuen modulant el comportament 
cel·lular i diverses funcions[217]. Un d’aquest grup de proteïnes són les 
fibulines.  
 
Les fibulines són una família de vuit glicoproteïnes associades amb les 
membranes basals i fibres elàstiques[44, 98-100]. Les associacions d’aquestes 
proteïnes amb les estructures de la matriu es deuen a la capacitat que 
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tenen les fibulines per interaccionar amb una gran varietat dels 
constituents de la MEC. Les fibulines a més de formar ponts 
intermoleculars dins de la matriu extracel·lular també actuen com a 
mediadors de processos cel·lulars i en la remodelació de teixit[18, 45, 128]. 
Les fibulines tot i compartir moltes similituds en la seva estructura 
bioquímica i localització, tenen funcions diferenciades, com la unió a 
diferents proteïnes. Les fibulines-1, -2, -4 i -5 tenen papers importants en 
diverses malalties cardiovasculars, tan en condicions normals com en 
condicions patològiques, particularment en aquelles que presenten canvis 
en l’aspecte mecànic tant en grans vasos com en el cor però el seu paper 
molecular no s’ha descrit encara amb detall[29].  
 
Així doncs, donat el paper de les fibulines com a molècules 
estructuradores de la MEC de la paret arterial, ens vam plantejar si 
aquestes proteïnes podrien estar implicades en la fisiologia de la HTA. 
Per comprovar aquesta hipòtesi es van dissenyar, per un costat estudis 
genètics d’associació primer entre FBLN2 i HTA i després entre FBLN5 
i FBLN1 i HTA i d’altra banda estudis in vitro per valorar el paper sobre 
l’expressió de  les fibulines de fàrmacs (antihipertensius i 
antihipercolesterolèmics) amb efectes descrits sobre la paret vascular. 
 
En l’estudi d’associació de la FBLN2 (Objectiu 1) amb la HTA 
demostrem que variacions en el gen de la FBLN2 (rs3732666 i 
rs10061376) estan associats a menor PAS i menor risc de patir HTA. 
Aquests dos trets estan ben establerts com a factors de risc en malalties 
cardiovasculars. Els resultats pel rs3732666 presenten una associació dels 
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portadors de l’al·lel protector amb menor PAS. L’anàlisi de les dades 
indiquen una interacció significativa del rs3237666 amb l’edat. S’observa 
que l’efecte de ser portador de l’al·lel G sobre la PAS disminueix amb 
l’edat. Aquesta disminució podria ser causada per la diferència 
d’expressió que presenten les fibulines durant el desenvolupament, l’edat 
adulta i condicions patològiques. La fibulina-2 està molt expressada 
durant el procés de desenvolupament i succeeix el mateix quan es 
produeix algun dany en una gran varietat de teixits[117], en canvi, en 
condicions fisiològiques normals la seva expressió es manté a nivells més 
baixos. També hem demostrat que la presencia de l’al·lel G (rs3732666) 
és un predictor significatiu de IMT en la arteria caròtida (AC) dreta i esta 
associat en diferents graus amb una menor IMT en la AC. D’altra banda 
pel rs1061376 les dades mostren un efecte recessiu on les dues copies de 
l’al·lel menor són necessàries per tenir efecte sobre la pressió sanguínia.  
 
En el segon estudi (objectius 2 i 3) hem demostrat que en HCASMC, 24 
h de tractament amb simvastatina augmenta l’expressió de fibulina-2 
intracel·lular i secretada tant a nivell gènic com a nivell proteic. A més, 
hem demostrat que el mecanisme involucrat és una disminució en les 
cèl·lules del mevalonat i de l’isoprenoide GGPP. Com GGPP és el 
responsable de l’activació post-translacional de la GTPasa RhoA, la 
disminució de GGPP induïda pel tractament amb simvastatina està 
relacionada amb la inhibició de RhoA i en conseqüència afecta ROCK. 
Per corroborar que l’efecte observat de la simvastatina sobre l’expressió 
de fibulina-2 és a través de la via RhoA/ROCK també hem demostrat 
que l’AA disminueix l’expressió de fibulina-2 (objectiu 4), ja que 
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l’activació de la via ROCK per AA com a via alternativa a la inhibició 
dels isoprenoides està àmpliament descrita[195, 196]. La subunitat catalítica 
de ROCK està situada en la part N-terminal  de la proteïna i inhibida per 
un fragment de la part C-terminal. Aquest fragment C-terminal conté el 
lloc d’unió a RhoA i actua com un autohinbibidor. S’ha demostrat que 
l’àcid araquidònic s’uneix a la ROCK en la regió auto inhibitòria i 
d’aquesta manera activa  la via entre 5 i 6 vegades[218]. En els nostres 
resultats es veu que la inducció de la via per AA disminueix l’expressió 
de fibulina-2 mentre altres àcids grassos (PA,OA,LA,EPA i DHA) que 
no indueixen la via, no tenen efecte sobre l’expressió de fibulina-2.  
 
La bibliografia publicada en els darrers anys ens ha permès conèixer un 
ampli ventall d’interaccions de les fibulines amb altres proteïnes de 
matriu, però encara es coneix molt poc de les seves funcions i de les vies 
de regulació de la seva expressió. Els nostres resultats descriuen per 
primer cop l’efecte de les estatines sobre l’expressió de la fibulina-2. 
La fibulina-2 té un paper important en la patogènesi de l'aterosclerosi[43, 
119, 121, 219]. En primer lloc la fibulina-2 és crucial no només en la regulació 
de la migració cel·lular, sinó també en la proliferació i adhesió[102]. 
Aquests són processos clau en la patogènesi de l'aterosclerosi. En segon 
lloc, s'ha demostrat en models murins un augment de l'expressió de 
fibulin-2 en regions de lesions arterioscleròtiques riques en CML, on està 
colocalitzada amb versicà i hialurònic[163]. En tercer lloc, la fibulina-2 està 
sobre expressada durant la modulació fenotípica de les CML quan les 
cèl·lules canvien d'un fenotip contràctil (repòs) a un fenotip sintètic 
(activat). Finalment, s'ha demostrat que fibulina-2 està implicada en el 
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remodelatge vascular[163]. Llavors, per l’increment de la fibulina-2, la 
simvastatina podria afectar la composició, abundància i estructura de la 
MEC, la qual te implicacions en el procés arterioscleròtic. Per exemple, 
s’ha demostrat que una disminució del gruix de la capa fibrosa de la placa 
i la presencia de vasa vasorum dins de la placa són passos clau en la 
transformació de les plaques arterioscleròtiques cap a fenotip vulnerable, 
contribuint d’aquesta manera a l’inici de les complicacions[220-222]. 
Considerem que un efecte pleiotròpic important de les estatines es la 
millora en les característiques que estabilitzen les plaques 
arterioscleròtiques[223-225]. Està descrit un increment significatiu del 
contingut fibrós de la placa en pacients tractats amb atorvastatina durant 
un any[226]. També s’ha demostrat que pacients tractats amb pravastatina 
tenen plaques  amb un augment significatiu del contingut de 
col·lagen[183]. A més, l’ús d’estatines durant 9 mesos després d’un infart 
agut de miocardi incrementa significativament el gruix de la capa fibrosa 
en pacients hiperlipèmics[224]. De manera que els nostres resultats podrien 
indicar que la simvastatina ajudaria a estabilitzar les plaques 
arterioscleròtiques incrementant la concentració de fibulina-2, afectant 
per un costat la composició i estructura de la MEC i per un altre 
millorant la fràgil estructura de la paret vascular dels nous vasos 
intraplaca. Així, la maduració dels nous vasos intraplaca  influeix 
favorablement en la integritat de la MEC i redueix el risc d’hemorràgia 
dins de la placa. De la mateixa manera, una estructura de la coberta 
fibrosa més gruixuda i madura ajuda a estabilitzar la placa 
arterioscleròtica. Malgrat els nostres resultats suggereixen aquests efectes 
positius d’un augment de la fibulina-2, s’han de valorar amb cautela 
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donat que per corroborar-los s’haurien de disposar de resultats en 
plaques arterioscleròtiques humanes o en animals d’experimentació 
propensos a arteriosclerosi. 
 
A banda dels efectes beneficiosos de les estatines en les plaques 
arterioscleròtiques també s’ha demostrat en diferents estudis que l’ús 
d’aquests fàrmacs disminueix la pressió arterial[49, 191]. Entre els diferents 
mecanismes fisiopatològics implicats en l’efecte antihipertensiu de les 
estatines trobem la reducció d’isoprenoides[227-229]. Aquestes substàncies 
tenen la capacitat per modificar diverses proteïnes de membrana ( 
proteïnes G, Rho i d’altres) i al disminuir-les, modifiquen certes senyals i 
augmenten l’expressió de gens protectors de la ateromatosis i inhibidors 
de la proliferació de les CML vasculars. Les estatines mitjançant la 
reducció de la producció d’isoprenoides contribueixen a evitar la 
hiperplàsia de la capa media de les arterioles de resistència i 
conseqüentment a reduir la HTA i el dany vascular. 
 
Per tant, els SNPs de la FBLN2 que hem trobat associats amb una 
disminució de la PAS i la odds de HTA esperaríem que produïssin o bé 
un augment de la proteïna expressada o bé una proteïna amb una 
funcionalitat millorada. En el cas del SNP de l’exò 2 podria ser el genotip 
causal donat que el canvi d’un residu d’adenina(A) per un de guanina(G) 
implica un canvi de l’aminoàcid situat en la posició 361 de la proteïna. 
Aquest canvi d’una serina (AGC) per una glicina (GGC) podria ser la 
causa de canvis estructurals i/o funcionals en la proteïna expressada, si 
tenim en compte resultats d’altres estudis, els quals demostren que canvis 
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de serina per glicina en altres proteïnes presenten com a resultat canvis 
en l’afinitat, l'estructura i funció de la proteïna madura[230], de manera que 
es necessitarien estudis funcionals per confirmar aquest fet. Per contra, el 
rs1061376 no implica canvi d’aminoàcid (àcid aspàrtic), aquest 
polimorfisme és el canvi d’una citosina (C) per timina (T) en la posició  
1204. Per tant, al no produir-se cap canvi en l’aminoàcid no seria 
d’esperar cap correlació amb els canvis en fibulina-2 i la seva 
funcionalitat. No obstant això, és d'esperar variants funcionals al voltant 
o en desequilibri d’unió que fossin les causals de l’associació amb la PAS 
i la HTA. 
 
La fibulina-2 és un important component de la MEC vascular que 
s’uneix a components de la matriu com són proteoglicans, fibronectina, 
fibrilina i laminines[119, 121, 168, 231-233], participant en l’organització i 
estructura de la paret. Addicionalment, la fibulina-2 pot unir-se a 
tropoelastina i fibrilina-1 participant en la unió de l’elastina a les 
microfibres [43, 46, 234]. A més està descrit que la fibulina-2 pot inhibir la 
migració de les cèl·lules del múscul llis[29, 163], aquesta propietat de la 
fibulina-2 concordaria amb l’associació que hem observat del rs3732666 
amb la IMT. Els portadors de l’al·lel G expressarien fibulina-2 amb més 
funcionalitat i aquesta inhibiria la migració de les CML de la media 
disminuint la IMT.  
 
Per tant, podem postular que variacions en les concentracions de 
fibulina-2 o un canvi en la seva estructura poden contribuir a 
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desenvolupar HTA, ja sigui provocant major rigidesa arterial o 
mitjançant l’alteració de la transducció de senyal cel·lular. 
 
Un canvi en l’estructura de la fibulina-2 originaria una xarxa de fibres 
elàstiques desorganitzada i com a conseqüència una alteració en 
l’estructura de la paret vascular que afavoriria la HTA. Els resultats 
obtinguts estan d’acord amb aquesta hipòtesi, ja que només hem trobat 
una associació de la fibulina-2 amb la PAS, i al mateix temps la PAS està 
relacionada amb un augment de la rigidesa vascular central.  
 
Per dur a terme l’estudi dels possibles efectes de fàrmacs relacionats amb 
el control de la pressió (objectiu 2) s’han escollit el lisinopril i 
l’amlodipina pels seus efectes sobre la paret arterial. Els nostres 
experiments han demostrat en HCASMC, que el tractament durant 24h 
amb lisinopril disminueix l’expressió de fibulina-2 a nivell gènic i proteic 
i d’altra banda el tractament durant 24h amb amlodipina no afecta 
l’expressió de les fibulines a les concentracions i temps estudiats. Aquests 
resultats a priori no eren els esperats, degut a que una disminució de 
l’angiotensina II produïda pel lisinopril inhibiria RhoA i per tant 
esperaríem un augment de l’expressió de fibulina-2. Per tant, creiem que 
el lisinopril disminueix l’expressió de fibulina-2 mitjançant altres 
mecanismes. Un d’aquests podria ser la inhibició de la degradació de la 
bradicinina. La bradicinina és una hormona peptídica que indueix la 
conversió del AA en prostaglandines, particularment en múscul llis 
vascular i cèl·lules medul·lars renals. Però la veritat que hi ha molt pocs 
estudis que avaluïn la interacció que hi pot haver entre les bradicinines i 
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Rho, i menys en remodelatge cardiovascular. En cèl·lules epitelials A549 
s’ha demostrat que la bradicinina estimula l’activació de NFk B i la 
síntesis de la interleucina-1, i que RhoA es necessària i suficient per 
modular aquest efecte[235]. En els darrers anys per poder identificar noves 
dianes terapèutiques s’ha dut a terme una intensa recerca sobre els 
mecanismes moleculars de la patogènia de la HTA que han demostrat 
que l’ activació del sistema transduccional RhoA/ROCK és un dels nous 
i principals mecanismes de vasoconstricció en la HTA amb potencial 
terapèutic[236]. Les associacions del gen de la FBLN2 amb HTA i la 
regulació de l’expressió de la proteïna via ROCK activen la investigació  
sobre la funcionalitat de fibulia-2 sobre aquesta via. 
 
Una limitació que presenta l’estudi genètic de la FBLN2, és que les 
associacions descrites es refereixen a població caucàsica. Donades les 
diferències entre les distribucions al·lèliques d’alguns SNPs i la incidència 
de patir HTA entre els principals grups ètnics, nous estudis en altres 
poblacions són necessàries per poder generalitzar els nostres resultats. A 
més, en estudis d’associació la mida de la mostra sempre és un factor a 
tenir en compte. En el nostre cas la mida de la població de 791 individus, 
per tant, més estudis en poblacions d’hipertensos i de mida gran serien 
necessaris per corroborar els nostres resultats.  
 
D’altra banda els resultats dels diferents estudis in vitro que descriuen els 
efectes dels diferents fàrmacs i àcids grassos sobre l’expressió de fibulina-
2 són resultats molt robustos. En primer lloc perquè tots els experiments 
s’han fet en cèl·lules de tres pacients diferents i amb un nombre elevat 
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d’experiments independents, entre 6 i 12 repliques. També, perquè les 
HCASMC són cèl·lules que deriven de la túnica íntima i túnica media 
humana, d’artèries coronàries fibroses lliures de placa, per tant, creiem 
que aquestes cèl·lules són un model òptim per la investigació de la 
malaltia de l'artèria coronària. La proliferació del múscul llis de l'íntima i 
la diferenciació són esdeveniments clau en el desenvolupament 
d'arteriosclerosi en les artèries coronàries, que condueixen a angina de pit 
i l'infart de miocardi.  
 
D’altra banda, la manca d’associacions dels SNPs  de  FBLN1 i 5 amb la 
HTA, no ens permet descartar aquestes proteïnes com a proteïnes 
implicades en la fisiopatologia de la HTA. Hi ha prou evidències per 
pensar que altres SNPs en aquests gens podrien estar associats a aquesta 
patologia, per exemple, diversos estudis han descrit interaccions de les 
fibulines-1 i -5 [137, 138] amb la lisil oxidasa, enzim essencial per dur a terme 
el primer pas de la polimerització de la tropoelastina. Aquest enzim inicia 
l’ensamblatge covalent de les fibres de col·lagen i l’elastina de la MEC. 
Un estudi amb ratolins  mostra com els Knock out de fibulina-5 presenten 
un increment de la pressió sistòlica i de la pressió de pols respecte als 
ratolins normals[29], per tant algun polimorfisme de les fibulines-1 i -5 que 
afecti l’expressió de la proteïna, podria causar variacions en l’organització 
de la MEC i d’aquesta manera modular la HTA. 
 
De totes maneres els estudis in vitro en HCASMC han mostrat una gran 
especificitat sobre la fibulina-2 donat que ni la simvastatina, ni el 
lisinopril, ni la amlodipina ni els diferents àcids grassos han modificat 
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l’expressió de les fibulines-1, -4 i -5. Aquest fet podria ser degut o bé a 
que aquestes proteïnes tenen una expressió més constitutiva difícilment 
regulable a aquest nivell o bé a que el model in vitro utilitzat de temps i 
concentracions no fos l’òptim per investigar els efectes sobre aquestes 
proteïnes. 
 
En resum, els nostres resultats són la primera evidència de que el gen de 
la FBLN2 es troba associat a la HTA i que l’expressió de fibulina-2 està 
regulada per fàrmacs utilitzats com a teràpia preventiva cardiovascular. 
Així doncs, l’efecte de la simvastatina sobre l’expressió de fibulina-2 
podria afegir-se a la llarga llista d'efectes pleiotròpics de les estatines. 
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Tenint en compte els resultats obtinguts en el treball realitzat en aquesta 
tesi i la discussió dels mateixos, podem extreure una sèrie de conclusions. 
 
Les conclusions extretes són: 
1- Els SNPs del gen de la FBLN2, rs3732666 (exó2) i rs1061376 
(exò18), estan associats a menor PAS i disminució del risc de 
patir HTA. 
 
2- La presència de l’al·lel G en el SNP rs 3732666 està associat a 
menor IMT en l’artèria caròtida. 
 
3- Els SNPs de la FBLN1 i FBLN5 estudiats no han donat 
associacions amb la HTA. 
 
4- La simvastatina augmenta l’expressió gènica i proteica de 
fibulina-2 en HCASMC. 
 
5- La simvastatina regula l’expressió de fibulina-2 a través de la 
inhibició de la via RhoA/ROCK. 
 
6- El lisinopril inhibeix l’expressió de fibulina-2 en HCASMC. 
 
7- La amlodipina no produeix canvis en l’expressió de les fibulines-
1, -2, -4 i -5. 
 
8- L’AA inhibeix l’expressió gènica de la fibulina-2 en HCASMC. 
 
9- Els àcids grassos (PA,OA,LA,EPA i DHA) no tenen efecte sobre 
l’expressió de les fibulines-1, -2, -4 i -5.  
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Conclusió Final: 
 
La fibulina-2 està associada a la fisiopatologia de la tensió arterial i la seva 
expressió està regulada per fàrmacs utilitzats en el control preventiu de 
malalties cardiovasculars. 
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